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1. GIRIS

Infertilite korunmasiz cinsel iliskiye ragmen bir yil boyunca gebe
kalinamamasidir. Reproduktif donemdeki kadinlarin 9%10-15’ini etkileyen bir
problemdir. Infertilitenin yaklasik 1/3 nedeni erkek kaynakli, 1/3 nedeni kadin
kaynakli, 1/3 nedeni ise her iki ¢ift kaynaklidir. Kadin faktoriiniin 6nemli bir kismini

ovulatuar ve tubaperitoneal faktorler olusturur.

Oositler overde folikiiller i¢inde bulunurlar. Reproduktif donemin basinda
insan overinde yaklagik 400 bin tane primordial folikiil bulunur. Primordial folikiil,
mayozun profaz 1 evresinde olan primer oosit ve bunun etrafinda bazal membran ile
tek sira granuloza hiicresi igerir. Reproduktif donemle beraber her siklusta belli
miktarda folikiil gelismeye baslar. Folikiilogenezis denen bu olay sonucunda
primordial folikiiller sirasiyla primer folikiil, sekonder folikiil ve graff folikiilii
asamasina gelerek ovule olurlar. Ovulasyondan 1-2 saat dnce kalsiyumun (Ca’™)
tetikledigi bir mekanizma ile primer oosit 1. mayoz bdliinmesini tamamlayarak
sekonder oositi olusturur. Granuloza hiicreleri oositin metabolizma ve biiylimesinin
devamliligini saglar, oositin gelisim ve olgunlagmasi i¢in faydalidirlar. Ayrica mayoz
boliinmeyi kontrol ederler. Folikiiler granuloza hiicrelerinin canlilifi oosit geligimi
icin 6nemlidir. Folikiilogenezis sirasinda olusan reaktif oksijen tiirleri (ROT),
granuloza hiicreleri tarafindan antioksidan mekanizmalar ile ortadan kaldirilarak

oosit oksidatif stresin indiikledigi apoptozisten korunur.

Canlilarda gergeklesen pek ¢ok Gnemli olayda Ca™ iyonu belirleyici rol
oynamaktadir. Bu olaylar arasinda hiicre boliinmesi, apoptozis, oosit maturasyonu,
oositin déllenme sonucu aktivasyonu sayilabilir. Bu 6zelligi ile pek ¢cok fonksiyonu
kontrol etmesi, hiicre igindeki kalsiyumun diizenli olarak ayarlanmasina baglh
olmaktadir. Hiicre i¢i Ca™ sinyali, hiicre i¢ci Ca™ konsantrasyonunun gegici bir
sekilde artigindan olusur. Ca™, bu sinyal olusturma 6zelliginden dolay1, hiicre i¢in

bir ikincil habercidir.

Hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagli olarak olusan serbest
radikaller lipidlere, karbonhidratlara, niikleik asitlere ve proteinlere zarar verip
hiicreleri apoptozise ugratirlar. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller,

oksijenden olusan radikallerdir (1). Baslica serbest oksijen radikalleri siiperoksit



radikali (O;"), hidrojen peroksit (H,O;) ve hidroksil radikalidir (OH"). Viicutta
ekzojen ya da endojen yol ile olusan reaktif oksijen radikallerini ve bunlarin
meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in antioksidan savunma sistemleri vardir. Serbest
radikallerin olusum hizinda artma veya ortadan kaldirilma hizinda azalma olmasina
oksidatif stres (OS) denir. OS, lireme ve gelisme patolojisi ile iligkilidir. Granuloza
hiicrelerindeki antioksidan enzimler, oosit maturasyonunu diizenler ve yardimci
tireme tekniklerindeki basar1 oranlar1 ile iliskilidir. Granuloza hiicrelerindeki
gelistirilmis ROT {iretimi (2) diisiik oosit fertilizasyon kabiliyeti, diisiikk embriyo
kalitesi ve azalmis implantasyon oranlari ile iligkili bulunmustur. Fertilizasyonun

diizenlenmesinde ROT ve antioksidanlarin 6nemi dikkate alinmalidir.

Fertilizasyon basarisinda oositin ve etrafindaki kumulus-korona kompleksinin
onemli bir rolii vardir. Oosit kalitesi belirlenirken mayoz bdliinmenin asamasi, oosit
stoplazma ozellikleri, ooplazmik vakuoller, refraktil cisimler, oosit sekli ve capi,
polar cisim 6zellikleri, zona pellusida 6zellikleri, perivitellin aralik degerlendirilir.
Folikiiler sivi ve granuloza hiicreleri oositle yakin iliskide olduklarindan bunlarin
incelenmesi ile elde edilen sonuglar da fertilizasyon basarisini tespit etmede

kullanilabilir.

Bu c¢alismada in vitro fertilizasyon hastalarindan oosit pick-up (OPU) islemi
ile alinan oositlerin etrafindaki granuloza hiicrelerindeki glutatyon peroksidaz (GSH-

Px) aktivitesi, glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA) ve Ca" diizeylerine bakarak,

1. Granuloza hiicrelerindeki GSH-Px aktivitesi, GSH, MDA ve Ca"
diizeylerinin fertilizasyon ve oosit kalitesinin tahmini i¢in prediktér olarak

kullanilabilirligini 6l¢meyi hedefledik.

2. Oosit kalitesi ile fertilizasyon arasinda iliski olup olmadigini bulmay1

planladik.

3. In vitro fertilizasyon yontemlerinde verilen farkli ilag protokollerinin
fertilizasyon ve granuloza hiicrelerindeki Ca™ ve oksidan parametreler iizerindeki

etkilerini bulmay1 hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. infertilite
2.1.1. infertilite Tanim

Infertilite korunmasiz cinsel iliskiye ragmen bir yil boyunca gebe
kalinamamasidir. Reproduktif donemdeki kadinlarin %10-15ini etkileyen bir
problemdir. Eger canli ya da cansiz hi¢ gebelik elde edilememis ise primer infertilite,
sonucu her ne olursa olsun gebelik bir kere de olsa olugsmussa sekonder infertilite
denir. Fekondabilite bir kadinin tek bir menstrual siklusta gebe kalabilme olasiligidir.

Biiyiik data bazli ¢aligmalar gostermistir ki bir kadinin fekondabilite oran1 %25’ tir.
2.1.2. infertilite Nedenleri

Kabaca infertilitenin 1/3 nedeni kadin kaynakli, 1/3 nedeni erkek kaynakli,
1/3 nedeni ise her iki ¢ift kaynaklidir.

Tablo 1. Infertilite etyolojisi dagilimu.

Infertilite Etyolojisi Oran (%)
Erkek Faktorii 25
Ovulatuar Faktor 27
Tubal/Uterin Faktor 22
Digerleri 9
Agiklanamayan 17

2.1.3. Infertil Ciftin Degerlendirilmesi

Hastalardan ayrintili anamnez alinmali (Jinekolojik Oykii, medikal oykii,

cerrahi 6ykii, kullandig1 ilaglar, sosyal 0ykii, etnisite), fizik muayene yapilmalidir.

Jinekolojik oykiide menstruasyon diizeni, Onceki kontraseptif kullanimu,
infertilite siiresi, koitus sikligi hakkinda detayli anamnez alinmalidir. Medikal

Oykiide hiperprolaktinemi, hipertiroidi, hipotirodi, hiperandrojenemi varhigi



(hirsutizm, akantozis nigrikans, alopesi), polikistik over sendromu (PCOS),
konjenital adrenal hiperplazi olup olmadig1 sorgulanmalidir. Pelvik ve abdominal
operasyonlar, riiptiire apandisit pelvik adezyonlara neden olabilecegi i¢in bu konuda
hastadan bilgi alinmalhidir. Hastanin yasam sekli, cevresel faktorler, sigara-alkol-
kafein-marijuana  kullanimi sorgulanmalidir. Viicut kitle indeksine (BMI)
bakilmalidir. Ailede infertilite Oykiisii, tekrarlayan abort, fetal anomali olmasi

genetik bir temel olabilecegini diistindiirtiir.

Fizik muayenede kilo, boy, tansiyon arterial, hirsutizm, alopesi, akne,
akantozis nigrikans varligi bakilmalidir. Tiroid ve meme muayenesi mutlaka

yapilmalidir.

Jinekolojik muayenede vagenin nemliligi, serviksin durumu, uterusun sekli ve
mobilitesi degerlendirilmelidir. Tiim hastalardan mutlaka servikal smear, neisseria

gonore ve klamidya i¢in kiiltlir alinmalidir.
2.1.4. Infertilitenin Spesifik Nedenlerinin Degerlendirilmesi
2.1.4.1. Ovulatuar Bozukluklar

Ovulatuar bozukluklarin tanisinda degisik metodlar kullanilabilir. Metodlarin
birbirlerine iistiinliikleri fazla degildir. Bazi metodlar daha basit, noninvazif ve ucuz,

bazi metodlar ise daha karmasik ve pahali yontemlerdir.
Bazal Viicut Isis1

Amac her sabah viicut 1sis1 Olgiilerek progesteronun (PG) termojenik
etkisinden yararlanmaktir. Postovulatuar PG etkisi ile bazal viicut 1sis1 0.4°-0.8°F
artar. Bu bifazik patern ovulasyon icin prediktiftir (3) Progesteron >5 ng/ml
oldugunda veya ovulasyondan yaklasik 4 giin sonra 1s1 artis1 belirgindir (4). Bazal
viicut 1sisina bakarak ovulasyon tayini yapmak ucuz bir yontemdir ama pek c¢ok

kadinda sensitivitesi azdir.
Menstrual OyKkii

25-35 giin arasi siklus siiresi olan, menstruasyon periyodu 3-10 giin arasi
stiren, mittelschmertz izlenen, premenstrual semptomlarin oldugu, dismenorenin

izlendigi sikluslar ovulatuar sikluslardir.



Ovulasyon Prediktor Kitleri

Sabah ilk idrarda kolorimetrik yontemle luteinizan hormon (LH) 6lgiimiine
dayanir. Olgiime tahmin edilen LH pikinden yaklasik 2-3 giin énce baslanmalidir ve

giinliik devam edilmelidir. LH pikinden 48 saat i¢inde ovulasyon gerceklesir (5).
Serum Progesteron Diizeyi

Midluteal faz serum PG diizeyi 28 giinliik bir siklusta 21. giin bakilir. PG >10

ng/ml olmasi1 ovulasyonu destekler (5, 6).
Endometrial Biyopsi

Ovulasyon ger¢eklesmesi sonucu korpus luteumdan (CL) salinan PG etkisi ile
endometriumda sekretuar ozellikler meydana gelir. Bu nedenle siklusun luteal
fazinda alinan endometrial Ornekte sekretuar endometriumun olmasi ovulasyon
oldugunu gésterir. Invaziv bir islemdir, bu yiizden kronik anovulasyonlu kadinlarda
hiperplazinin ekarte edilmesi amaci ile veya kronik endometrit siiphesi varsa

kullanilmas1 6nerilen bir yontemdir (7).
Overyan Rezerv Testleri

1.Yas: Yardimci iireme tekniklerinde (YUT) elde edilen basari, yas arttik¢a
azalmaktadir. Yasl kadinlarda oosit, embriyo sayist ve implantasyon sansi diistiktiir
(8). Chuang ve ark. yapmis oldugu bir arastirmada 1045 in vitro fertilizasyon (IVF)
siklusunda 35 yas altinda, yasin folikiil stimulan hormon (FSH) degerinden daha

anlamli derecede IVF basarisim gosterdigini saptanmuslardir (9).

2. Bazal Estradiol: Evers ve ark. folikiiler evrenin baglangicinda bakilan
estradiol (E2) seviyesi 60 pg/ml iizerinde olanlarda yiiksek siklus iptali ve toplanan
oosit sayisinda azalma saptamistir. Fratelli ve ark. ise bazal E2 20 pg/ml altinda ve

80 pg/ml iizerinde olan kadinlarda daha yiiksek siklus iptali oldugunu saptamiglardir
(10).
3. Bazal Serum FSH: Aschrafti ve ark. 212 IVF siklusunda erken folikiiler

evrede bakilan FSH diizeyleri 15 IU/ml iizerinde olan kadinlarda, daha az oosit

toplandigin1 ve siklus iptalinin daha fazla oldugunu saptamistir (11).



4. Inhibin B: Overde granuloza ve teka hiicrelerinden salgilanan, primer
olarak gorevi FSH salgilanmasini inhibe etmek olan hormondur. Seifer ve ark. serum
inhibin B seviyelerinin 45 pg/ml olanlarda daha yiiksek estrojen cevabi oldugunu ve

daha fazla oosit toplandigin1 gostermislerdir (12).

5. Klomifen Sitrat (CC) Stimiilasyon Testi: Test menstrual siklusun 3.
giintinde FSH diizeyleri 6l¢lilmesinin ardindan, 5. ile 9. giinleri arasinda 100 mg CC
kullanilmasini takiben 10. giinde FSH diizeyinin tekrar 6l¢iilmesiyle yapilmaktadir.
CC’nin pituiter reseptorlerde estrojeni antagonize ederek FSH diizeylerini arttirmasi
sonras1 olugan folikiillerden salgilanan E2’nin FSH’y1 baskilamasina dayanmaktadir
(13). Bazal ve stimiile FSH diizeylerinin toplaminin 26 IU/ml {izerinde olmasi

olumsuz olarak yorumlanmstir (14).

6. Gonadotropin Salgilaticti Hormon Agonisti Stimiilasyon Testi:
Gonadotropin salgilatict hormon agonisti (GnRHa) uygulanmasi sonrasindaki ilk 24
saatte parlama (flare-up) etkisiyle E2 ve inhibin B seviyelerinde artis olmasini esas
alan dinamik over rezerv testidir. Yiiksek maliyetli olmasi ve gebelik planlanmadan

analoglarin kullanilmasi nedeniyle kullanimi kisitlanmistir (15).

7. Eksojen FSH Overyan Rezerv Testi (EFORT): Menstrual siklusun 3.
giintinde 300 IU rekombinan FSH’nin subkiitan (sc) olarak uygulanmasini takiben 24

saat sonra E2 ve inhibin B seviyesinin dl¢lilmesiyle hesaplanmaktadir.

8. Antral Folikiil Sayis1 (AFS): Transvaginal ultrason (TV-USG) ile
overlerdeki 10 mm’den kiigiik folikiillerin menstriial siklusun basinda sayilmasiyla
uygulanan bir testtir. Chang ve ark tarafindan YUT sikluslarinda yapilan bir
calismada AFS’i <4, 4-10, >10 olarak gruplandirmis; bu 3 grupta sirasiyla siklus
iptal oranlar1 %68.8, %5.3, %0 olarak bulunmustur.

9. Over Hacmi: Stimiile olmamis overlerin TV-USG ile hacminin
hesaplanmasina dayanmaktadir. Over hacmi <3 cm?® olmasi olumsuz prognostik

faktordiir.

10. Over Kan Akimi: TV-USG yardimiyla over stromasi ve perifolikiiler
over dokusunun kan akiminin doppler ile dlgiilmesiyle hesaplanmaktadir. Shrestha
ve ark. 34 infertil kadinda yaptiklar1 calismada yiiksek perifolikiiler kan akimi

bulunanlarda gebe kalma oranlarini anlamli olarak fazla tespit etmislerdir (16). Kim



ve ark. kontrollii overyan hiperstimiilasyon (KOH) yapilan 99 hastada overin stromal
arterindeki kan akimlarmin doppler incelemesinde diisiik pulsatilite indeksinin

yiiksek gebelik oranini predikte ettigini gdstermislerdir (17).

11. Over Biyopsisi. Birim hacimdeki over folikiil sayisinin histolojik olarak
hesaplanmasi1 esasi ile Olgiiliir. Primordial folikiillerin over dokusu igerisinde farkli
yogunluklarda olmasi ve invazif bir yontem olmasi nedeniyle over biyopsisi

oOnerilmemektedir.

12. Antimiilleryan Hormon (AMH): Baslica primordial ve preantral
folikiillerden salgilanmaktadir (18). AMH, klinik olarak inaktif overyan primordial

folikiil havuzunu gosterdigi i¢in over rezerv testleri icinde 6nemli bir yere sahiptir.
2.1.4.2. Tubaperitoneal Bozukluk

Pelvik inflamatuar hastalik (PID), ektopik gebelik, endometriozis, tubal
cerrahi pelvik adhezyon igin risk faktorleri olarak sayilmaktadir. Bir kez akut PID
gecirenlerde %10-12, iki epizod sonrast %23-25 ve ii¢ epizod sonrast %54-75
oraninda tubal infertilite olusmaktadir. PID’1in en sik nedeni neisseria gonore ve
clamidya trachomatistir. Tanida histerosalpingografi (HSG), sonohisterografi ve

laparoskopi kullanilmaktadir.
2.1.4.3. Uterin Anomali

Konjenital uterin anomaliler, myom, intrauterin adezyon, endometrial polip
ve kronik endometrit uterusa ait fertiliteyi olumsuz etkileyebilecek patolojilerdir.
Uterin patolojilerin degerlendirilmesinde HSG, TV-USG, sonohisterografi ve

histeroskopi, manyetik rezonans ve laparoskopi kullanilmaktadir.
2.1.4.4. Servikal Bozukluk

Estrojen, servikal mukus iiretimini ve akigkanligini artirirken, PG tam ters bir
etki gosterir. Post coital testte (Sims Hiithner Testi), servikal mukus ovulasyondan
hemen 6nce veya iliskiden sonra 2-12 saat i¢inde degerlendirilir. Mukusun fiziksel

ozellikleri, vizkositesi, fernig testi, motil sperm aranmasi esasina dayanir.



2.1.4.5. Semen Analizi

Ug giinliik koitus yasagindan sonra erkekten masturbasyon yontemi ile
spermler alinir. Alan ejakulatin volumune, viskositesine, spermlerin sayisina ve

morfolojisine bakilir.

Tablo 2. Semen analizi.

Volum >1.5ml
M
Morfoloji W

>14% (Kruger's)

Lokosit sayist <1 milyon/ml

Eritrosit say1s1 <5 milyon/ml

2.1.5. infertilite Tedavisinde In Vitro Fertilizasyon Yontemleri

Gebelik sonuglarini artirmak i¢in oosit, sperm ve embriyonun manipule
edilebilecegi bircok teknik tanimlanmistir. Bunlar gamet intra fallopian transfer
(GIFT), zigot intra fallopian transfer (ZIFT), in vitro fertilizasyon (IVF) ve embriyo
transferi (ET) ve intrastoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) prosediirlerini
icermektedir. Bunlardan en ¢ok kullanilanlart ilk kez 1970 yilinda gergeklestirilen
IVF-ET, ilk kez 1992°de bildirilen ve son yillarda popularite kazanan ICSI

prosediiriidiir.
2.1.5.1. IVF ve ICSI Yontemi

IVF prosediirii igin toplanan semen, swim up ya da gradient santrifuj
yontemleri ile isleme tabii tutulur. Ardindan spermler proteinle desteklenmis ortamda
kapasitasyonu gergeklestirmesi icin 4 saate kadar inkiibe edilir. Ovum basina en az
100.000 kapasite olmus sperm ovumla beraber inkiibe edilir ve 18 saat kadar sonra

oositler fertilizasyon ag¢isindan incelenir (19).



Diisiik sperm sayisinda, sperm motilitesi az ve morfolojisi bozuk oldugunda
konvansiyonel IVF basarisiz olur (20). Bu durumda bir ovumun fertilizasyonu icin
sadece fonksiyonel bir genomu ve sentrozomu olan bir spermatozoa yeterli oldugu
ICSI islemi kullanilir. Béylece kapasitasyon, hiperaktivasyon, zona pellusida (ZP) ve
oolemmanin taninmasi ve gecilmesi sathalar1 atlanmis olur. ICSI ile immotil ve vital
olmayan spermatozoa ile fertilizasyon oranlarn diisiiktir. Bunun disinda
konsantrasyon, morfoloji (globozoospermi disinda) ve yiiksek antisperm antikor
konsantrasyonlart ICSI basarisint etkilemez. ICSI i¢in Oncelikle oositler ©6n
inkiibasyon i¢in 37°C ve %35 karbondioksitli (CO,) ortamda 1 ile 9 saat arasinda
bekletilir. [CSI islemi uygulanacak petriler hazirlanir. Bu petrilerin i¢inde, i¢ine oosit
konulan her biri 5 pl’lik HEPES tamponlu damlalar hazirlanir, damlalarin yanina
polivinilpirolidin (PVP) igeren diger bir damla daha konur. PVP damlacig1 spermler
icindir. Damlalarin iizeri CO; ile dengelenmis mineral ve yag ile ortiiliir. Hazirlanan
petri kaplar1 inkiibatére konulur. On inkiibasyona alinan oositler enzimatik
(hyaliironidaz) ve mekanik yollarla deniidasyon islemine tabi tutulur. Deniidasyon
islemi ile oositler kumulus ve korona hiicrelerinden arindirilirlar. Bu islemin
yapilmasinda iki amag vardir. Birincisi oositin etrafindaki hiicrelerin igslem sirasinda
ICSI pipetini tikamasina engel olmak, ikincisi ise oosit matiirasyonunun tam olarak
tespit edilmesini saglamaktir. Ciinkii oosit etrafinda bulunan kumulus hiicreleri
gorilintliiniin net olarak izlenmesini engeller. Ciplak birakilmis oositlerin zona
pellusidalari, germinal vezikiill ve ilk polar cisimcikleri, perivitellin araliklart
incelenerek oosit kalitesi degerlendirilir. ICSI isleminde haploid kromozoma sahip,
1. polar cisimcigi gozlenebilen metafaz 2 (MII) oositler kullanilir. PVP igine
zenginlestirme islemi yapilan spermler konur. HEPES tamponlu damlalara da tek tek
dentidasyon islemi yapilmis olan oositler konur. OPU isleminden yaklagik 4-6 saat
sonra ICSI pipeti ile sperm kuyruguna hafif bir basi olusturularak immobilizasyon
saglanir. Sperm immobilize edilip pipet i¢ine alindiktan sonra i¢inde oosit bulunan
damlaya gidilir ve polar cisme miimkiin oldugu kadar uzak bir noktadan oolemma
delinerek ooplazmanin ortasina sperm yavas bir ekspirasyon ile verilir. Fertilize
olmus oositin ilk degerlendirilmesi ICSI isleminden 16-18 saat sonra yapilmalidir.
Yapilacak ilk inceleme proniikleuslar ve kutup cisimciklerinin varligr ve

morfolojileri {lizerine olur. Transfer edilecek embriyonun sec¢iminde en Onemli
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kriterlerden birisi blastomer sayisinin giin ile uyumudur. Ikinci giin kontrollerinde 2
ila 4 blastomerli embriyolar olusmus olmalidir. Blastomerlerdeki niikleer
fragmantasyonun <%?20 olmas1 iyi kalitede embriyo olarak adlandirilmalari igin
gereklidir. Ancak fragmantasyonun hi¢ olmamasi kalitenin ¢ok daha iyi oldugu
seklinde degerlendirilebilir. Vakuoliizasyonun bulunmasi degerlendirmede negatif
kriterler arasinda bulunmalidir. Zona pellusidanin kalinlig1 normal, rengi agik olmali,
perivitellin aralikta debri bulunmamaldir. Ugiincii giin yapilacak kontrollerde
blastomer sayisinin en az 7 veya 8 olmasi beklenir. Gelisimi ¢ok iyi olan
embriyolarda {igiincii giiniin sonunda kompaktlagmanin basladig1 goriilebilir. Bu tiir
embriyolarin gelisim potansiyeli ve basarili implantasyon orani fazladir. Dordiincii
giin blastomerler arasi baglanti kompleksleri olusur. Besinci giin blastomerlerin
arasinda sivi birikerek blastokist olugur. Blastokistteki sivi boslugunun genislemesi
ile birlikte blastomerler iki farkl hiicre grubunu olustururlar. Zona pellusidanin altini
cevreleyen hiicre grubuna trofoblast denir. Merkezi olarak yerlesen blastomer
grubuna i¢ hiicre kitlesi ad1 verilir. Fetus i¢ hiicre kitlesinden meydana geleceginden
dolay1 embriyoblast ad1 da verilmektedir. Embriyo kalitesinin degerlendirilmesinde
blastosel yapisi, i¢ hiicre kitlesi, trofoblast hiicrelerinin yapist goz Oniinde
bulundurulur. I¢ hiicre kitlesinin degerlendirilmesinde hiicrelerin sikica ve bir arada
olmas1 embriyo kalitesinin olumlu oldugunu gosterir. Trofoblastik doku ¢ok sayida
hiicre ve siki epitelyum icermelidir. Blastokist boslugunun da biiyiikk olmasi

implantasyon oranlarini arttirir.
2.1.5.2. Kontrollii Overyan Hiperstimulasyon Protokolleri

IVF yontemlerinde oncelikle KOH yapilarak overyan folikiil gelisimi
saglanir. Elde edilen folikiiller yaklagik 18-20 mm ¢apa ulastiklarinda OPU islemi ile
yumurtalar toplanir ve hangi IVF yontemi yapilacaksa isleme o sekilde devam edilir.
Uterusa birden fazla embriyo verilerek gebelik hizinin arttiginin anlasilmasiyla iyi
kalitede yumurtalarin segilebilmesine imkan verecek ve miimkiin oldugunca cok
folikiiliin elde edilebilecegi KOH rejimleri dnem kazanmistir. Agonist ya da
antagonist protokol uygulanarak overyan folikiiller rekombinan gonadotropinler
kullanilarak  belirli  boyuta getirilirler. Gonadotropin  baglangi¢  dozunun

belirlenmesinde dikkate alinmasi gereken ve over cevabimi belirleyen baslica
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faktorler; kadin yasi, over rezervi, BMI, sigara ve onceki ovulasyon indiiksiyonu ya
da KOH’a verilen cevaptir. Her ne kadar hem FSH hem de LH normal folikiiler
estrojen sentezi icin gerekse de siiperovulatuar sikluslarda FSH tek basina kullanilsa
bile estrojen {iiretimini saglayabilmektedir. Rekombinan FSH kullanilarak overyan
folikiil boyutlar1 18-20 mm oluncaya kadar TV-USG ile hastalar monitorize edilir.

Istenilen boyutta folikiil elde edildiginde ise ovulasyon medikal olarak tetiklenir.
GnRH agonistleri (GnRHa)

GnRHa’nin in vivo kullaniminin gonadotropinler iizerinde bifazik salinim
yaptig1 bulunmustur. Ik olarak FSH ve LH’da ani salinim (flare up etki) olur, daha
sonra gonadotropin releasing hormon (GnRH) reseptorii down regulasyonu ve hiicre
i¢i uncoupling ile pituiter desensitizasyon agamasi gelisir. Gonadotropin sentezindeki
progresif azalma GnRHa kullanim1 olduk¢a devam eder. Desentisizasyonun siddet ve
stiresi doza bagimlidir. Yine doz ve formulasyona bagli olarak ila¢ birakildiktan
sonra da endojen GnRH’a refrakter bir period olusur. GnRHa’nin bu 6zellikleri iki

tedavi protokoliinde de kullanilmaktadir (21).

1. Kisa Donem GnRHa Protokolii: Bu protokolde GnRHa erken folikiiler
fazda verilmeye baslanir. GnRHa’nin flare up etkisinden folikiiler gelisim icin
yararlanilir, daha sonra da giinliik kullanimla pituiter desensitizasyon etkisinden

yararlanilir.

2. Uzun Dénem GnRHa Protokolii: Onceki siklusun luteal fazinda ve erken
folikiiler fazda GnRHa verilmesi ile hem pituiter hem de over desensitizasyonu elde
edilir. GnRHa enjeksiyonuna human koryonik gonadotropin (hCG) verilene dek

devam edilir.

Randomize c¢alismalarmm metaanalizinde GnRHa’nin IVF iptal oranim
diisiirdiigii, oosit sayisin1 ve klinik gebelik oranlarini arttirdigi bulunmustur. Kisa ve
uzun donem protokolleri karsilastirildiginda degisken sonuglar elde edilmekle

beraber metaanaliz ¢aligmalarinda anlamli fark olmadig: bildirilmektedir (22).

Baslica GnRHa'’leri leuprolide asetat, nafarelin asetat, buserelin asetattir.
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GnRH antagonistleri

Bu ilaglar pituiter GnRH reseptorlerine yiiksek afinite ile baglanirlar ancak
Ca™ aracili gonadotropin salmmum yapamazlar. Sonugta LH iizerinde ilk flare-up
etkisi olmadan giiclii kisa siireli supresyon yaparlar. Boylece desensitizasyon siiresi
gerektirmezler. Etkileri agonistlerden daha fazla olarak doza baglidir. Su ana kadar 3
jenerasyon antagonist kullanilmistir. Ugiincii jenerasyon antagonistlerden iizerinde
en ¢ok calisilanlar: cetrorelix ve ganirelixtir. GnRH antagonistleri ile ilgili iki tedavi

rejimi mevcuttur:

1. Multiple doz GnRH antagonisti kullanimi: Siklusun 5 ya da 6. giinlinden
baslayarak hCG giintline kadar diisiik dozda giinlilk GnRH antagonisti enjeksiyonlar1
yapilir (23).

2. Tek doz GnRH antagonisti kulanimi: Antagonist 8.giinde ya da over cevabi

hizl1 ise daha O6nce kullanilir.

GnRH antagonistleri ile GnRHa wuzun protokolleri karsilastirmali
calismalarda sonuclar tartismalidir. En azindan ¢ok merkezli calismalarda over
folikiil sayisi, toplanan oosit sayis1 ve gebelik oranlari antagonistlerde agonist
protokoliine gore daha az bulunmustur. Antagonist sikluslarda folikiillerin
baslangicta hizli biiyiidiigli ve E2 seviyesinin daha cabuk arttig1 goriilmiistiir.
Antagonist protokolunun kisa olmasi nedeni ile hasta uyumunun yiiksek olmasi,
kullanilan eksojen gonadotropin miktarinin, overyan hiperstimulasyon sendromu

(OHSS) sikliginin ve toplam maliyetin az olmas1 da ek avantajlaridir.
2.1.5.3. Ovulasyonun Tetiklenmesi

Overyan folikiiller 18-20 mm ¢apa ulastiklarinda hCG kullanilarak ovulasyon
tetiklenir. Piyasada iki cesit hCG preparati vardir. Ilk preparat olan Pregnyl
(Organon) idrardan elde edilmistir. Bu preparat idrardan elde edilen preperatlarin
ortak dezavantajlarini tasidigindan saf yapida rekombinan teknolojiyle hCG (r-hCG)
[Ovitrelle (Serono)] ftretilmistir. Bu {irliniin 250 pg’1i, 5000 IU iiriner hCG’ye
esdegerdir. Caligmalarda toplanan oosit sayis1 ve matur oosit sayist konusunda
celigkili sonuglar olmakla beraber ortak nokta hCG sonrasi serum PG

konsantrasyonun r-hCG ile daha yiiksek oldugu yoniindedir.
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2.1.5.4. Luteal Faz Destegi

KOH sikluslarinda GnRH’1n kullanilmas1 ile CL fonksiyonunun anormal
oldugu goriilmiis ve luteal faz desteginin 6nemi agia ¢ikmistir. PG’nin oldugu kadar
estrojenin de PG reseptorii yenilenmesinde gerekli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
CL’dan estrojen ve PG salinimina neden olmasi 6zelliginden dolay1r hCG kullanimi
ileri stiriilmiistiir. Ancak yapilan klinik ¢aligmalara gore tek basina veya estrojenle
kombine intramuskuler (im) PG ya da vajinal yolla verilen PG’a goére hCG’nin
{istiinliigli olmadig1 sonucuna varilmistir. Intramuskuler PG vajinal yolla
karsilagtirildiginda klinik gebelik orani ve dogum orani acisindan daha etkili oldugu

ve tlim tedavi formlarina gore oral progesteronun en etkisiz oldugu goriilmiistiir.
2.1.5.5. Tedavide Monitorizasyon

Monitorizasyondaki amag folikiiler maturasyonu kontrol etmek, hCG verilme
zamanini tespit etmek ve siklusun gelecegini tahmin edebilmektir. Yiiksek over
cevaplilarda siklusu iptal ederek OHSS’yi engellemek, diisiik cevaplilar1 tespit
ederek tedavide ayarlamalar yapmak i¢in monitorizasyon gereklidir. KOH takibinde
serum E2, LH 6l¢iimii ve TV-USG kullanilir. Klinik pratikte en sik kullanilan TV-
USG ile folikiil boyutunun takibidir. Serum E2 seviyesi her zaman folikiil biiylimesi
ile korele degildir. Ayrica deg§isken protokollerden dolay1 optimal estrojen paterni
tanimlanmamistir. Yine de hangi protokol kullanilirsa kullanilsin E2 seviyesinde 3
giinden fazla siire devam eden plato, siklustaki zayif sonugla iligkilidir. Folikiil
boyutlar1 13-14 mm ¢apa ulagtiginda veya E2 diizeyi 250 pg/ml seviyesine
yukseldiginde LH pikinin takip edilmesi gerekir. Bu 6l¢iim oosit toplanma saatinin
ve prematiir luteinizasyonun saptanmasi i¢in bilgi saglamaktadir. Folikiiler biiylimeyi
TV-USG ol¢iimii ile degerlendirerek folikiiler maturasyon ve hCG zamanlamasi
hakkinda bilgi edinilebilir. USG’de en az 3 adet 16 mm folikiil gdzlendiginde hCG
enjeksiyonu Onerilir. USG ile endometrial kalinlik 6l¢iimii de en az 6 mm olmalidir.

Endometrial kalinlik <6 mm oldugunda gebelik olusmadig1 izlenmistir.
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2.2. Folikiilogenezis ve Ooosit Maturasyonu
2.2.1. Overin Yapisi ve Folikiilogenezis

Gestasyonun alt1 ile sekizinci haftalarinda germ hiicreleri hizli mitotik
cogalmaya baglar. Bu mitotik boliinme ile 16-20. haftalarda alt1 ile yedi milyon
oogoniaya elde edilir. Bu say1 gonadin igerdigi maksimum oogonia sayisidir. Bu
donemden sonra germ hiicre sayisi giderek azalacaktir. Oogonialarin bir kismi
atreziye ugrarlar. Diger kisim oogonialar ise ilk mayotik bdliinmeye girip profaz 1
evresinde oositlere doniigiirler. 1.mayozun profaz evresinde duraklayan oogonialar
artik primer oosit olarak adlandirilir (24). 18-20 haftalarda over medullasindan orijin
alan vaskuler yapilar kortekse dogru ilerler. Bu ilerleme folikiil yapiminin
basladiginin gostergesidir (25). Primordiyal folikiil, mayozun profaz 1 evresinde
duraklamis olan bir oosit ve onun etrafinda bir bazal membran tarafindan ¢evrelenen
tek katli onciil granuloza hiicrelerinden olusur. Dogumda her iki overde toplam 1-2
milyon primordial folikiil vardir. Bu say1 reproduktif donemin basinda 400 bine

geriler.

Reproduktif donemle beraber her siklusta belli miktarda folikiil gelismeye
baslar. Onciil granuloza hiicrelerinden olusan tabakanin kiiboidal granuloza hiicre
tabakasina dontismesi ile primer folikiil olusur. Bu arada primer oositten salgilanan
glikoproteinler sayesinde oosit etrafinda koruyucu bir kilif olan ZP olusmaya baslar.
Kiiboidal granuloza hiicreleri daha sonra ¢ok tabakali hiicrelere doniisiir. Bu arada

ZP kalinlagmaya baglar.

Granuloza hiicrelerinin daha kath tabaka almasi ve folikiilleri ¢evreleyen
stromal hiicrelerin teka denilen hiicreleri olusturmasiyla sekonder folikiil olusur.
Teka hiicreleri daha sonra teka eksterna ve interna olarak iki tabakali hal alirlar. Teka
internada kan damarlar1 vardir. Teka eksterna ise over stromasi ile devam eder. Bu
folikiil hiicreleri arasinda kiigiik hiicreler arasi bosluklar -Call Exner cisimcikleri-
goriiliir. Bu araliklar folikiiler siv1 igerir. Bu sivilar daha sonra birleserek biiyiik bir
boslugu meydana getirirler. Bu bosluga antrum adi verilir. Oosit ile folikiil duvari

arasinda kalan bir grup granuloza hiicresine kumulus ooforus ad1 verilir.
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Graff folikiilii (Preovulatuar folikiil) 15-20 mm ¢apinda, antrumu olan, primer
oositin c¢evresinde korona radiata denen ZP’e sikica yapismis tek sirali granuloza
derive hiicreler iceren preovulatuar folikiildiir. Folikiil hiicrelerinin kendi arasinda
yaygin gap junctionlar vardir. Folikiil hiicreleri ile oosit arasinda da hem gap
junctionlar hem de oluklu baglantilar bulunur. Bu baglantilar araciligl ile
ovulasyondan 1-2 saat 6dnce 1. mayoz tamamlanir ve bunun sonucunda sekonder
oosit ve 1. polar cisim olusur. Birinci polar cisim perivitellin aralik denen ZP ile

oosit arasindaki araliga atilir.

Oositin biiyiime evreleri icinde graff folikiiliindeki granuloza hiicreleri FSH
reseptOrlerinin yami sira LH reseptorleri de kazanirlar. Graff folikiili ovaryum
ylizeyine dogru gelir ve stigma denilen bir ¢ikint1 yapar. LH piki ile teka eksterna ve
tunika albugineadaki proteolitik etkinlik ile graff folikiilii yirtilir. Ovule olan oosit
fallop tiipleri tarafindan yakalanir. Geriye kalan folikiiliin bazal membrani yirtilir,
folikiil hiicreleri biiziisiir, teka internadaki kan damarlarindan antruma kan dolar ve
pihtilagir. Boylece gecici bir yap1 olan korpus hemorajikum olusur. Daha sonra
anjiogenezis olur ve bu bosluga fibroblastlar, kollajen lifler ve fibrin dolar. Olusan
yaptya CL adi verilir. Folikiiler hiicreler kazandiklari LH reseptorleri sayesinde
lutein hiicrelerine doniisiir ve steroid sentezleyen hiicrelerin 6zelliklerini kazanirlar.
FSH ve LH etkisi ile PG ve 6strojen salgilamaya baglarlar. Teka interna hiicreleri de
teka lutein hiicrelerine dontislir ve LH etkisi ile androstenodion ve PG iiretmeye
baslarlar. Folikiiler lutein hiicreleri, teka lutein hiicrelerinin LH etkisi ile iirettikleri
androstenodionu kullanarak kendilerindeki aromataz enzimi ile E2 sentezlerler.
Cilinkii folikiiler lutein hiicrelerinde E2 sentezini saglayacak tiim enzimler yoktur. CL
biliylimeye devam eder. Eger fertilizasyon olmamissa CL ovulasyondan yaklasik 14
giin sonra gerilemeye baglar. Fertilizasyon olmussa biiylimesine devam ederek PG ve
estrojen iiretimine trofoblastik dokudan salgilanan hCG etkisi ile gebeligin 9-10.
haftasina kadar devam eder. Eger fertilizasyon olugsmamigsa CL luteoliz sonucu
korpus albikansa doniisiir. Korpus albikans kiiciilerek émiir boyu ovaryumda kalir.
Cok sayida primer folikiil bu sekilde olgunlagmaya baglar ama yalnizca bir folikiil
gelisimini tamamlar. Gelisme sirasindaki herhangi bir zamanda diger folikiiller

atreziye ugrarlar.
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2.2.2. Oositin Biiyiime-Gelisme ve Olgunlasmasi

Reproduktif déonemle beraber gonadotropin uyarisi ile her siklusta belli
miktarda folikiil bliylime-gelisme ve maturasyon siirecine girer. Oositin biiylimesi
direk iliskide oldugu granuloza hiicresinin kontrolu altinda olur. Biiylime evresi ile
oosit 1. mayoz bdliinmeyi tamamlama yetisi kazanir. Buna karsin spermin
penetrasyonu, polispermiye blok olusturmasi gibi 6zellikler ovulasyondan 1-2 giin
once kazanilir. Fertilizasyonun olusmasi i¢in spermler gibi oositler de olgunlasma
stirecini tamamlamis olmalidirlar. Olgunlagsma sonucunda oositler fertilize olabilir,
ikinci mayoz boliinmeyi tamamlar, polispermiye karsi koruyucu 6zellik gosterirler ve

embriyoner gelisime devam ederler.

[k baslarda primer oositin zar1 (oolemma) diizgiin goriiniimdedir. Zamanla
oolemma onduleli bir yap1 kazanarak tiim yilizeyinde mikrovilluslar izlenir. Bu
mikrovilluslar ZP’e uzanarak granuloza hiicrelerinin stoplazmik uzantilar ile iliski
kurarlar. Bazi granuloza hiicrelerinin uzantilar1 ise ZP’1 gegerek oositle arasinda

oluklu baglantilar1 olustururlar.

Primer oositin biiylimesi ile ¢ekirdegi olan germinal vezikiil (GV) de biiyiir.
GV’nin zan giderek porlu bir yap1 halini alir. GV ancak oositin bilyiimeye devam
etmesi ve ¢apinin belli sinira gelmesinden sonra 1. mayoz boliinmeyi tamamlar. Bu
déneme mayotik glic denir ve bu donem antral folikiiliin gonadotropinlere

duyarhiliginin arttig1 donemde gergeklesir.

Primer oositteki graniillii endoplazmik retikulumdan (GER) kortikal graniiller
sentezlenir. Bunlar golgi aygitinda sekillenir. Kortikal graniiller 300-500 nm ¢apinda,
yaklagik 5000 tane olan, merkezlerinde elektron yogun alan iceren, zarla g¢evrili
yapilardir. Kortikal graniiller oolemmanin hemen altinda bulunurlar. Islevi
polispermik fertilizasyona engel olmaktir. Fertilizasyondan sonra Ca™ aracili
mekanizma ile eksozitoz yoluyla perivitellin araliga gecerler (Kortikal reaksiyon) ve
ZP’nin yapisin1 degistirerek (Zona reaksiyonu) diger spermlerin girisine engel
olurlar.

Oositte ZP’1 olusturan 3 glikoproteinin sentezi yapilir. ZP, oositi distan saran,

seffaf, glikoproteinden olusan, oositin kendi salgis1 olan ekstraseliiler bir yapidir.

Biiyliyen oositin etrafinda gozlenir, zamanla kalinlasir ve preimplante embriyolari
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cevreler. ZP’nin spermin oositi tanimasinda, spermin aktive olarak akrozom
reaksiyonunu tamamlamasinda, sperm ve oositin hiicre membran1 diizeyinde
birlesmesinde, fertilizasyondan sonra polispermiye karst blok olusmasinda,
embriyonun uterusa dogru hareketinde, embriyonun c¢evresel faktdrlerden

korunmasinda, embriyonun implantasyonunda énemli rolii vardir.

ZP’nin kalinlig1 insanda ortalama 15 pm’dir. Oogeneziste baglardan itibaren
salgilanmaya baslar ama oosit biiyiidiikce kalinligi artmaya devam eder. Immatur
oositlerde daha siki ve homojen iken oosit maturlestikce fibrilo-granuler filament6z
bir yap1 alir. Matur oosit yiizeyinde genis aglar olusturur. ZP 1, ZP 2, ZP 3 olarak
bilinen 3 glikoproteinden olusur. ZP 3, primer sperm reseptoriidiir. Sperm basina
baglanarak akrozom reaksiyonunu baglatir. ZP 2 akrozom reaksiyonunu tamamlamis
spermlerin ZP’e baglanmasini saglar. Sperm membrani ile oolemma birlesmesinden
sonra oolemmanin altindaki kortikal graniiller Ca™ aracili mekanizma ile salir ve
ZP’de meydana gelen degisiklik ile diger spermlerin girisi engellenir (ZP
reaksiyonu). ZP  preimplante embriyolarin  ¢evresinde  bulunur. Ancak
implantasyondan &nce ayrilir (Embriyo Hatching). IVF’ de implantasyonda basari
diisiikliigiiniin nedeni bu olabilir. Bu yiizden IVF’de ZP kimyasal ya da mekanik
yollarla ya da lazer 151 ile kesintiye ugratilarak (Asiste hatching) ZP’ nin embriyo

yilizeyinden ayrilmasi kolaylastirilir.

Oosit biiyiime ve gelismesini izleyen iiclincli evre oosit maturasyonudur.
Oositin  stoplazmik o6zellikleri degisir, ovulasyon ve fertilizasyona hazirlanir.
Maturasyonda ilk belirti GV membraninin yikilmasidir. Boylece ¢ekirdek igerigi ile
stoplazma birbirine karisir. Kromozomlar stoplazmaya gecerek oosit periferine
hareket eder ve mitoz mekigini olusturur. Mayoz boliinmenin devam etmesi Ca™’nin
tetikledigi bir mekanizma ile gergeklesir. Folikiiler hiicrelerde sentezlenen oosit
maturasyon inhibitérii (OMI) oluklu baglantilar araciligi ile oosite geger. OMI,
molekiil kitlesi kii¢ilik bir proteindir. Oositin spontan mayoz boliinmesine engel olur.
Oosit stoplazmasindaki maturasyon baglatan faktor (MPF), profaz 1 evresinde diisiik
seviyededir. Oosit maturasyon siireci i¢inde artarak MII evresinde en yiiksek diizeye
MPF, Cdc2-siklinB komplexidir. MPF, mayotik boliinmenin profazini tamamlamak

icin GV’nin yikimini saglar.
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Oosit maturasyonu sirasinda 1. mayoz béliinmenin ve fertilizasyondan sonra
2. mayoz boliinmenin tamamlanmasi ile perivitellin araliga sirasi ile 1. ve 2. polar
cisim atilir. Bu nedenle oosit maturasyonu incelenirken 1. polar cismin varligi,
fertilizasyon degerlendirilirken de 2. polar cismin bulunmasi: 6nemlidir. 1. polar
cisim kortikal graniil igermesine ragmen, 2. polar cisimde bu yap1 yoktur. Kortikal
graniil icermemesi 2. polar cismin kortikal graniil reaksiyonundan sonra

sekillendiginin gostergesidir.

IVF tekniklerinde ovulasyon induksiyon teknikleri ile elde edilen oositlerin
hepsi aym1 maturasyon evresinde olmayabilir. Bu yiizden IVF’ten 6nce oosit
maturasyonunu yapilmalidir. ICSI’den 6nce immatur olan oositler kiiltiire
edildiklerinde maturasyonlarint tamamlayarak enjekte edilebilecek duruma

gelebilirler.
2.2.3. Oosit Kalitesine Etkili Faktorler

Kumulus-korona kompleksi ve oositin kendi morfolojik 6zellikleri oosit
maturasyonunu belirleyen en dnemli faktorlerdir. Oosit kalitesini degerlendirmede

kullanilan oosit 6zellikleri:
1. Mayoz Béliinmenin Asamasi:

MII oositler olgun oositlerdir. 1. polar cisim varsa taninirlar. 1. polar cisim
perivitellin aralikta bulunur. Bu oositlerde 1. mayoz boliinme tamamlanmistir ve
oosit 2. mayoz bdliinmenin MII evresine kadar gelisimini siirdiirmiistiir. Oosit
yuvarlak, acik renkli, parlak stoplazmali, oolemma diizgiin ylizeylidir. Metafaz 1
(MI) oositlerde 1. polar cisim izlenmez, GV yoktur. Stoplazma hafif koyu renkli ve
graniilerdir. Maturasyonlarini in vitro 1-24 saat i¢inde tamamlarlar. Bu siire sonunda
1. polar cisim atilir. Profaz 1 oositler ger¢ek anlamda immatur oositlerdir. GV
igerirler. Cekirdekte genelde iri bir c¢ekirdekgik izlenir. Ooplazma daha koyu
renklidir. In vitro maturasyonlarini tamamlamalar1 uzun zaman alir. Once GV dagilir,

sonra 1. polar cisim goriiliir.
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2. Oosit Stoplazma Ozellikleri

Matur oositlerin stoplazmasi parlaktir ve homojen graniilasyon gosterir.
Graniilasyon merkezde yogun ise bu oositlerde fertilizasyon orami diisliktlir ve

embriyolar kalitesizdir.
3. Ooplazmik Vakuoller

Ooplazmik vakuoller varsa oosit gelisimi optimal degildir. Ooplazmik
vakuoller 151k mikroskobunda membranla cevrili bosluklar olarak goriiliir. Cap1 5
um’den kiigiik ise fertilizasyon ve embriyoner gelisime etkileri ¢cok olmazken cap1 15

um’den biiyiik ise oositin gelisim donemine ait defekti belirtirler.
4. Refraktil Cisimler

Bu cisimler fertilizasyona engel olurlar ya da fertilizyon oranini disiirtirler.
Refraktil cisim varsa erken gelisim basamaginda bir dejenerasyon vardir. Refraktil

cisim igeren oositlerin fertilizasyon orani %?2.dolaylarindadir.
5. Oosit Sekli ve Cap1

OPU sirasinda elde edilen oositlerin ¢ok farkli sekilleri vardir. Bu degisik
sekilli oositlerin nedeni oosit aspirasyonu sonrasinda basincin artmasi olabilir. Oosit

cap1 ¢ok biiyiik ise fertilizasyon orani diistiktiir.
6. Polar Cisim Ozellikleri

Polar cismin biiyiik olmast oositin yash oldugunu gosterir. Polar cismin yassi
ya da parcali olmasi fertilizasyonu etkilemese de embriyoner gelisimi olumsuz

etkiler.
7. Zona Pellusida Ozellikleri

ZP, normalde 15 pm kalinlifinda, kesintisiz hiicresel olmayan bir yapidir.
Tiim oosit yiizeyinde esit kalinlikta olmalidir. ZP, oosit etrafinda bir kisimda daha
kalin ise fertilizasyonda sorun olmaz ama implantasyon sirasinda oositten ayrilmasi
zor olacagi i¢in implantasyonu engeller. 30 um’den kalin ise fertilizasyon ve
implantasyon oranlar1 ¢ok diisiiktiir. ZP, sar1 kahverengi veya kahverengi veya
tizerinde kahverengi noktaciklar varsa fertilizasyon orani diiser. ZP’deki hasar

oositteki dejenerasyonu gosterir. ZP’ nin bir yerde kesintiye ugramasina fractured ZP
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ad1 verilir. Bazen ZP’deki agikliktan ooplazma akabilir (empty zona) veya oolemma

zonadan disar1 ¢ikint1 yapabilir.
8. Perivitellin Arahk

Oolemma ile ZP arasindadir. Diizgiin, dokiintii icermeyen polar cismin
atildig1 bosluktur. Eger dokiintiiler varsa bunlar fertilizasyon ve embriyoner gelisimi

bozabilecek birikimler olarak kabul edilir.

Yapilan baz1 ¢aligmalarda oositlerin bu 6zelliklerinden bir kismina bakilarak
oositler gradelenmis ve yiiksek kalitede olan oositlerin fertilizasyon oranlarinin daha
iyi oldugu ve iyi kaliteli oositlerden iyi kalitede embriyolar elde edildigi
goriilmiistiir. Dolayisiyla klinik bagar1 oranlar1 da artmistir. Oositlerin 6zelliklerinin
incelenmesi hangi oosite ICSI iglemi yapilacagi konusunda bilgi saglayabilir. Ancak
su da bilinmelidir ki hi¢bir oositin molekiiler analizi fertilizasyon tahmininde objektif
bir bilgi saglamamistir. Bu yiizden oositin ¢evresindeki folikiiler sivi ve granuloza
hiicresi gibi ¢evrenin arastirilmasi alternatif bir yontem olabilir. Oositin etrafindaki
yapisal c¢evreninin de8ismesi ya da disfonksiyonu infertilite ile iliskili olabilir.
Oositin etrafindaki granuloza hiicrelerinin yapisal ozelliklerinin tanimlanmasi ve
kuantitatif skorlanmasi fertilizasyon kabiliyetinin tahmin edilmesinde kullanilabilir
(26). 1VF kararmdan &nce kumulus ooforus skoru ve oositin morfolojik olarak
derecelendirilmesi basarili bir fertilizasyon i¢in prediktif ve objektif olan
biomarkerlerdir (27). Giiniimiizdeki yayinlar kumulus ooforuslardaki gen ekspresyon
profilinin kaliteli bir oosit ve embriyonun maturasyon ve fertilizasyonunda prediktif
degerleri oldugunu gostermistir(28, 29). Kumuluslardaki apoptozis insidansi oosit
kalitesi ve IVF’de embriyo transfer basarisinda kullamlmistir (30). Fakat bu

hiicrelerdeki apoptozisin nedeni i¢in daha ileri aragtirmalara ihtiyag vardir.
2.2.4. Ooosit ile Granuloza Hiicrelerinin Iliskisi

Oositler gelisim ve olgunlagma siireclerini folikiiller i¢inde siirdiirtirler.
Oositlerin bliylimeye baglamasi ile folikiil hiicreleri de biiyiiyerek ve c¢ogalarak
granuloza hiicrelerini olustururlar. Bu hiicrelerin bir kismi gelisme doneminde
oositin ¢evresine yerleserek kumulus ooforus ve korona radiata hiicrelerini meydana

getirir. Folikiiller icinde oositler biiylime periyodundan itibaren ZP ile ¢evrelenmis
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olarak bulunur. Ilk bakista oosit ve folikiil hiicrelerini ayiran bir yap1 gibi goriinen
7P, gercekte bu iki hiicrenin islevsel biitlinliigiinii saglar. Korona radiata hiicrelerinin
stoplazmik baglantilar1 ile oolemmanin mikrovilluslart arasinda yaygin gap
junctionlar vardir. Oosit ve granuloza hiicreleri metabolik bir birliktelik olusturur.
Boylece iyonlar, aminoasitler ve kiiciik molekiiller karsiliklt hareket ederler.
Granuloza hiicreleri ile ¢evrili olan oositler metabolik olarak daha aktiftirler.
Granuloza hiicreleri oositin metabolizma ve biiylimesinin devamligini saglar, oositin
gelisim ve olgunlagmasi i¢in faydalidir. Oosit stoplazmik maturasyonunu desteklerler
(31). Bunu hem kendi aralarindaki hem de oositle aralarindaki yaygin gap junctionlar
aracih@g ile yaparlar (32). Ayrica mayoz béliinmeyi kontrol ederler. Ozetle
yumurtalik fonksiyonlarinin diizenlenmesinde over granuloza hiicrelerinin 6nemli
rolii vardir. Folikiiler granuloza hiicrelerinin canlilig1 oosit gelisimi i¢in dnemlidir.
Yasla beraber granuloza hiicrelerinde hiicre igine voltaj bagimli Ca”™ kanallarindan
Ca™ girisi ile apoptozis artar ve sonu¢ olarak oosit kalitesinde ve dolayisiyla

dogurganlikta azalma meydana gelir.

Granuloza hiicreleri fertilizasyon igin faydahdirlar (31). Ciinkii spermler i¢in
etkileyicidirler ve penetrasyon icin kapasitasyonu artirirlar (33). Granuloza hiicreleri
oositi oksidatif stresin indiikledigi apoptozisten korurlar (34). Oosit ve granuloza
hiicreleri yapisal ve islevsel bir biitiinliik olustursa da canliliklarint ve gelisimlerini

birbirinden bagimsiz olarak da siirdiirebilirler.
2.3. Hiicre ici Kalsiyum Sinyali
2.3.1. Hiicre ici Kalsiyum Sinyali ve Onemi

Canhlarda gerceklesen pek ¢ok onemli olayda Ca™ belirleyici rol
oynamaktadir. Bu olaylar arasinda hiicre boliinmesi, apoptozis, oosit maturasyonu,
oositin dollenme sonucu aktivasyonu sayilabilir. Bu 6zelligi ile pek ¢ok fonksiyonu
kontrol etmesi hiicre icindeki kalsiyumun diizenli olarak ayarlanmasina bagl
olmaktadir. Ca™, hem hiicre ici siireclerde hem de hiicreler arasi etkilesimde énemli
gorevlere sahiptir. Hiicre ici Ca" sinyali, hiicre i¢i Ca" konsantrasyonunun gegici
bir sekilde artisindan olusur. Ca™, bu sinyal olusturma ozelliginden dolay1, hiicre

i¢in bir ikincil habercidir.
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2.3.2. Hiicre i¢ci Kalsiyum Sinyalinin Olusumu

Ca”"un hiicre i¢inde sinyal molekiilii gérevi gorebilmesinin sebebi, hiicre ici
Ca™ konsantrasyonunun [Ca™] hem hiicre dis1 ortama, hem de hiicre iginde Ca™
depolayan yapilara gore ¢ok diisiik olmasidir. Hem hiicre ici ile dis1 arasinda hem de
endoplazmik retikulum (ER) ile stoplazma arasinda ¢ok yiiksek bir Ca™* derisim farki
vardir (35). Hiicre disindaki [Ca™]’1 yaklasik olarak 10° M, Ca™ depolarinda,
6rnegin ER’de 5 x 10 M civarlarinda iken, [Ca™] hiicre i¢inde bu degerlerden
binlerce kez daha diisiik olan 10”7 M seviyelerindedir. Hiicre i¢i Ca™ sinyali, hiicre
ici [Ca™]’1n gecici bir sekilde artisindan olusur. Hiicre disindan hiicre igine yani

stoplazmaya Ca™ girisini saglayan baslica 3 tip Ca™ kanali vardur.

1. Voltaj Bagimh Ca** Kanallari: Bu kanallar, membran depolarizasyonu
sonucu aktive olur. Bu aktivasyon, kanallar1 Ca™*’a gecirgen hale getirir (36). Bu
kanallar sayesinde hiicre zarindaki elektriksel olaylar hiicre i¢indeki fizyolojik
olaylar ile iliskilendirilir. 10 farkli voltaj bagiml Ca™* kanali alt tipi bilinmektedir. L
tipi, P tipi, Q tipi, N tipi, T tipi vs. Insanda overyan folikiillerdeki granuloza
hiicrelerinde T ve L tipi Ca™ kanallari identifiye edilmistir. Ozellikle T tipi Ca™
kanallar1 araciligr ile granuloza hiicrelerinde FSH ve LH etkisi ile steroidogenez
saglanir. FSH ve LH hiicre i¢i Ca™ diizeyini direk olarak yiikseltmez. Granuloza
hiicrelerinde iiretilen yerel sinyal molekiilleri (Asetilkolin, oksitosin, PG) aracilig1 ile

hiicre i¢i depolardan Ca*™ agiga ¢ikar.

2. Ligand Bagimh Ca'* Kanallar:: Bu kanallar, hiicre disindan gelen
ligandlarin baglanmast ile aktive olur ve Ca™’a gegirgen hale gelirler. Bu yiizden bu
kanallar ayn1 zamanda birer reseptordiir. P2X purinerjik reseptorleri veya nikotinik
asetilkolin reseptorleri bu kanallara 6rnektir. Bu kanallarn bazilari, Ca™ disindaki
katyonlara da gecirgendirler. Bu kanallar secici olmayan katyon kanallar1 olarak

adlandirilirlar.

3. Depo Bosalmasi ile Aktive olan Ca™ Kanallari: Bu kanallarin
aktivasyon mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Hiicre i¢i Ca™ depolari, Ca™
sinyali sonucu ya da daha farkli sekillerde bosaldigi zaman, bu kanallar hiicre

disindan sitoplazmaya Ca™ girisine sebep olurlar (37). Bu Ca™ girisi, kapasitatif
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Ca™ girisi olarak da adlandirilir. Bu kanallar, depo bosalmas ile aktive olup hem

Ca™ sinyalini, hem de hiicre i¢i Ca™ homeostazini diizenlerler.
Hiicre i¢i Ca™ depolarindan Ca'™ ¢ikisini saglayan yapilar 2 tanedir:

1. Ryanodin Reseptorleri(RyR): Kas hiicrelerindeki ER olan sarkoplazmik
retikulumdan Ca™ salmmuni saglayan reseptordiir. RyR dogrudan voltaj bagimli
Ca™ kanallarindan giren Ca™ tarafindan aktive edilir (36). Bu reseptorler Ca™ ile
zaman igerisinde Once aktive, ardindan inhibe olmakta, aktif halde iken Ca'? kanal
ozelligi gostermektedirler. Inhibisyon durumu [Ca™] biraz daha arttirildigi zaman
asildigi igin, adaptasyon olarak adlandirilmaktadir. Reseptorlerin  Ca™ ile

aktivasyonu Ca™ etkili Ca™ salmimi olarak (CICR) adlandirilmaktadir.

2. inositol 1,4,5-Trisfosfat Reseptorleri (IP3): ER’den Ca™ salmmmina yol
acan reseptorlerdir. Reseptorlerin protein yapisi, RyR’leri ile belirgin sekilde
benzerlik tasimaktadir. Uyarilabilir olmayan hiicrelerde, Ca™ sinyalini olusturan
temel mekanizma, IP; etkili Ca™ salmmdir. Hiicre membraninda bulunan
reseptorlere agonistler baglandigi zaman G-protein araciligi ile fosfolipaz-C (PLC)
aktive olur. Aktive PLC hiicre membran fosfolipidlerinden olan fosfatidil inositol
4,5-bifosfat1 (PIP;), IP; ve diagilgliserole (DAG) parcalar. Baska bir sinyal molekiilii
olan DAG, hiicre zarinda protein kinaz C (PKC) formunda kalirken, IP3;, ER’deki IP;
reseptorleri araciligr ile ER’den Ca™ salimmima yol agar. IP; olusumunu saglayan
PLC’nin cesitli alt tipleri arasinda en Onemlilerden birisi PLC-B’dir. Cesitli G
proteini alt tiplerinden biri olan Gq proteinleri ile kenet olusturan reseptorler,
ligandlar vasitasi ile uyarildiginda, heterotrimerik yapida olan, Go ve GPy alt
tinitelerinden olusan Gq proteinlerinde, uyarilmamis durumda guanozin difosfat
(GDP) baglh olan Ga altunitesinde, GDP/guanozin trifosfat (GTP) degis tokusu
yasanir. Aktive olan Ga, PLC-f’y1 aktive ederek IP; olusumunu saglamis olur. Bu
siirecte GTP’nin GDP’ye hidrolizi, Ga’nin tekrar GPy ile bir araya gelmesine yol

acar, bu sayede sinyal bir sonraki dongiiye dek sonlanmis olur.
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2.3.3. Oosit Maturasyonunda Kalsiyumun Rolii

Primer oositler over korteksinde primordial folikiiller i¢inde bulunurlar.
Primer oosit mayoz bdliinmenin profaz 1 evresinde olan oosittir. Gonadotropin
uyarist ile primer oositler folikiiller i¢inde gelismeye baslarlar. Graff folikdilii
asamasina gelindiginde ovulasyondan ©6nce mayoz bdliinmenin devam etmesi
Ca™’nin tetikledigi bir mekanizma ile gerceklesir. Folikiiler hiicrelerde sentezlenen
OMI oluklu baglantilar aracihigi ile oosite geger. OMI molekiil kitlesi kiigiik bir
proteindir. Oositin spontan mayoz boliinmesine engel olur. Oosit stoplazmasindaki
MPF, profaz 1 evresinde diisiik seviyededir. Oosit maturasyon siireci i¢ginde artarak
MII evresinde en yiiksek diizeye ulasan MPF, Cdc2-siklinB komplexidir. MPF,
mayotik boliinmenin profazini tamamlamak i¢in GV’nin yikimii saglar.
Ovulasyondan hemen 6nce mayoz bdliinme de tamamlanir ve 1.mayoz boliinmesini
tamamlamig olan sekonder oosit ovulasyonla beraber ovaryumdan atilir ve fallop

tiiplerince tutulur.
2.3.4. Fertilizasyonda Kalsiyumun Rolii

Fertilizasyon yetenegine sahip sperm hem maturasyon hem kapasitasyon
islemini sperm yumurta flizyonundan Once tamamlamalidir. Maturasyon

epididimlerde, kapasitasyon ise disi iireme sisteminde meydana gelir.
Sperm bas1 3 bolgeden olusur:
1. Kondanse cekirdek: DNA’y1 igerir.

2. Akrozomal kese: 3 bolgeden olusur. Dis akrozomal membran, ig
akrozomal membran, hidrolitik enzimler (hyaliironidaz, akrozin). Akrozomal kesenin

incelmis bolgesi kuyruga dogru uzayarak ekvatoryal segmenti olusturur.

3. Plazma membram: ZP’e kuvvetli baglanma yatkinligma sahip sperm
reseptorleri (ZP 3 glikoproteinine baglanir) ve fertilin igerir. Fertilin, disintegrin
protein ailesindendir. Fertilin akromozomun ekvatoryal bolgesinin 6n tarafindaki

sperm plazma membraninin i¢inde yerlesmistir.
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Fertilizasyonda 4 olay meydana gelir:

1. Akrozom reaksiyonu: Plazma membrani ile dis akrozomal membran
birlesir ve akrozomal enzimler agikliklara dogru eksozitozla salinir. Korona radiataya
yakin olan sperm akrozomundan hyaluronidaz salgilar ve bu enzim korona radiata

hiicreleri arasinda bulunan hiicreler aras1t maddeleri eritir.

2. ZP 3’e sperm baglanmasi: Ik sperm ZP 3’e baglanir. Bu baglanma i¢
akrozomal membrandan akrozin salinimina neden olur. Akrozin sperm basinin zona

pellusidaya girisini kolaylastirir.

3. Sperm yumurta fiizyonu: ZP’i gegen ilk sperm, oositin plazma membrani
ile birlesir. Oolemma altindaki kortikal graniillerin Ca™ bagimh ekzositozunu uyarir.
Ca™ aracihg ile bu graniillerden salnan proteazlar sayesinde ZP 3’ten
karbonhidratlar uzaklasir ve baska bir spermin baglanmasini1 6nlemek i¢in ZP 3, ZP

2’den kismen ayrilir.

4. Plazma membran fiizyonu: Sperm plazma membraninda bulunan

disintegrinlerce meydana gelir.
2.4. Oksidatif Stres
2.4.1. Serbest Radikaller

Atomlar, ¢ekirdek ve cekirdegin etrafinda orbita denen ydriingelerinde
spinleri birbirine zit iki elektron icerirler. Bu elektronlara eslenmis ya da ortaklanmis
elektron adi verilir. Atomlar yoriingelerindeki elektronlar eslenmis olduklarinda
kararli yap1 gosterirler. Serbest radikaller, son ydriingelerinde bir ya da daha fazla
eslesmemis elektron tasiyan, kimyasal olarak cok aktif, kisa Omiirlii, kararsiz,
molekiil agirligr diisiik, zararli molekiillerdir. Yani serbest radikaller negatif yiiklii
elektron sayisinin pozitif yiiklii proton sayisina esit olmadigi molekiillerdir (38).
Oldukg¢a kararsiz olan bu molekiiller, ¢evrelerindeki molekiillerle hizli reaksiyona
girme ve bu son ydriingelerindeki elektronlarin1 paylasma egilimindedirler. Son
yoriingelerinde paylasilmamis elektron bulunmasi serbest radikallerin reaktivitesini

oldukga arttirir (39).
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Serbest radikaller baslica 3 yolla meydana gelir:

1. Kovalent baglarin hemolitik kirilmasi: Kovalent bag tasiyan normal bir
molekiiliin hemolitik yikimi sonucu olusurlar. Boliinme sonrasi her bir par¢ada ortak

elektronlardan biri kalir.

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin
heterolitik olarak boliinmesi: Kovalent bagi olusturan her iki elektron, atomlardan

birisinde kalir.

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi: Radikal 6zelligi
tagimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasiimamis

elektron olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir.

Bu 3 tepkimeden biri olustugunda radikal olmayan tiirler radikal haline gelir.
Serbest radikaller ile radikal olmayanlarin tepkimeleri sonucunda tepkimeye giren

maddeler de serbest radikallere doniiserek hasar zincirini ilerletirler.

Fizyolojik sartlarda serbest oksijen radikalleri hiicrede mitokondrial
respirasyon, hiicrenin sinyal iletim sistemi ve bakteri fagositozu, karacigerde
detoksifikasyon iglemi gibi viicut i¢in gerekli bir¢ok fonksiyonun gerceklesmesinde

onemli rol oynar.

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve eksojen kaynakli etmenlere baglh
olarak olusurlar. Endojen etmenler organizmada normal olarak meydana gelen
oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar ile olusurlar. Oksijen, nitrik oksid, aktive
ndtrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, ER, peroksizom ve plazma
membrani, arasidonik asit metabolizmasi baslica endojen kaynaklardir. Eksojen
kaynakli etmenler arasinda; diyet faktorleri, stres, cevresel faktorler (hava kirliligi),

ilaclar, ksenobiyotikler, zararli 1ginlar (x-ray, ultraviole vs.) yer alir.

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir (1). Oksijenin toksik etkisi yoktur ancak aerobik hiicre metabolizmasi
sirasinda molekiiler oksijen, ROT’a doniisiir, ROT’lar normal O, metabolizmasi
sonucu olusan siiperoksit radikali (O;’), hidrojen peroksit (H»O;) ve hidroksil
radikalidir (OH)
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2.4.1.1. Siiperoksit Radikali (Oz_)

Eksojen ve endojen etmenler nedeni ile en ¢ok ve en kolay olusan oksijen
radikalidir. Aerobik organizmalarda oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile

stiperoksit radikali olusur (40).
0, +¢ — 02_'
0, +H,0, ——» 0,+OH +-OH

Stiperoksit radikali, mitokondriyal elektron transfer zincirinde rediikte
nikotinamid adenin diniikleotidin (NADH) okside nikotinamid adenin diniikleotide

(NAD") okside olmas ile iiretilir. Uretilen siiperoksit radikali iiretildigi yerde kalir.

2 NADH + 20, » 2NAD +2H+2 0,

Ayrica pek cok oksidaz tarafindan 02, uretilir. 027, bir serbest radikal
olmakla birlikte, kendisi direk olarak fazla zarar vermez. Asil 6nemli olan, H,O,
kaynagi ve gecis metal iyonlarmin indirgeyicisi olmasidir. O, , nétrofillerin
bakterisidal aktivitesi, apoptozis, inflamasyon ve vaskiiler fonksiyonlarin
regiilasyonu gibi yararli etkilere sahiptir. 0, diizeyi hiicrede azalirsa bakteriyal
enfeksiyonlar karsi yatkinlik olur. 0, diizeyleri artarsa 0, stiperoksit dismutaz

enzimi (SOD) ile H,O, ve O, ‘e doniistiiriilerek ortamdan uzaklastirilir.
2.4.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya

da siiperoksitlerin enzimatik / nonenzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu olusur.
20, +2H" ———— H,0,+0,

Esas iiretim yolu 0, ’in dismutasyonudur. Bu tepkimede iki tane 0,
yapilarina iki hidrojen atomu alarak SOD katalizorliiglinde H,O, ve O, olustururlar.
H,0, radikal olmayan reaktif oksijen tiirevlerindendir. Siiperoksitin aksine hiicre
membranlari arasinda serbestge difilize olabilen ve sitozole gecebilen uzun omiirlii bir
oksidandir. Siiperoksitin ulagamadigit membranla korunan yapilara kolaylikla
ulagabilir. H,O,, fizyolojik pH ve 1sida ve metal iyonlar1 yoksa stabil 6zellik
gosterirse de Ozellikle proteinlerdeki hem grubundaki serbest demir (Fe™) ile

reaksiyona girerse demir okside olurken hidroksil radikali olusur (Fenton
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reaksiyonu). Okside formdaki reaktif demir ¢ok gii¢lii oksitleyici 6zelliklere sahip
olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir.
H,0, ayn1 zamanda siiperoksitle reaksiyona girerek reaktif ve zarar verici radikal
olan hidroksil radikali olusturmak {izere kolaylikla yikilabilir (Haber-Weiss
reaksiyonu). Belirtilen potansiyel oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde
olusan H,O;’nin derhal ortamdan uzaklastirilmasi1 gerekir. Bu gorevi, hiicrelerdeki

onemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirirler.
2.4.1.3. Hidroksil Radikali (OH")

Bilinen en reaktif oksidandir. Hidroksil radikali, Fenton reaksiyonu ve Haber-

Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten olugsmaktadir (41).
H,0, + Fe”> ———— OH" + OH + Fe"

Yarilanma Omrii ¢ok kisadir. Aminoasitler, niikleik asitler, organik asitler,
fosfolipitler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin bir¢oguyla reaksiyona girebilir
(42). DNA ile tepkimesi sonucu DNA hasar1 meydana gelir. Ileri derecedeki DNA
hasarlar1 tamir edilemediginden hiicre Oliimiine neden olur. Proteinler iizerinde
oksidasyonla yap1 degisikligi yaparak proteinler proteolitik yikima gotiiriiliir.
Hidroksil radikalinin baslica hedefi yag asitleridir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu

zarin yapisini bozar ve gegirgenligini arttirip hiicre 6liimiine neden olabilir (43).
2.4.2. Serbest Radikallerin Etkileri

Organizmada serbest radikal olustugu zaman bu radikallerin zararh
etkilerinden korunmak i¢in antioksidan sistemler vardir. Serbest radikal olusum hizi
ile bunlarin antioksidan sistemler tarafindan kaldirilma hizi bir denge i¢indedir. Bu
denge saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme
dengenin bozulmasina neden olur. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum
Ozetle, serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi1 arasindaki

ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonucta doku hasarina yol agmaktadir (44).
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2.4.2.1. Oksidatif Stresin Proteinlere EtKisi

Proteinler hiicrenin ve enzimlerin yapi tagidir. Proteinler aminoasitlerden (aa)
olusmaktadir. Serbest radikallerin 6zellikle duyarli aa’lar ile dogrudan etkilesimi
sonucunda proetinlerde fragmantasyon, ¢apraz baglanmalar ve agregasyon meydana
gelerek hasar olusur. Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme diizeyleri
icerdikleri aa’lara gore farklik gosterir. Metionin, sistein gibi terminal siilthidril
grubu bulunduran aa’lar ile triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi aromatik
aa’lar, oksidasyona en fazla maruz kalan molekiillerdir. Proteinler oksidasyona
ugradiklart zaman sekonder ve tersiyer yapilarinda meydana gelen degisiklik
sayesinde fonksiyonlar1 etkilenir. Serbest radikaller, protein yapisindaki enzimlerin
aktivitelerini degistirir, membran tasiyic1 proteinlerini ve reseptor etkilesimlerini

bozarlar (45).
2.4.2.2. Oksidatif Stresin Membran Lipidlerine Etkisi

Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller (mitokondri, ER vs.) membran
fosfolipidlerindeki doymamis yag asitlerinin varligi nedeniyle OS’e duyarhdirlar
(46). Lipid peroksidasyonu; serbest radikaller tarafindan baslatilan ve membran
yapisindaki c¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan bdylece
membran lipid yapisimi degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarin1 bozan kimyasal bir
olaydir (47). Yapisal hasarin derecesine gore, plazma membraninin akiskanliginda
azalma, membran gecirgenliginde degisme, membran potansiyelinde azalma,
membrana bagli enzimlerin aktivitesinde azalma gozlenir. Lizozomal ve
mitokondrial membranlari ilgilendiren ileri derecede lipid peroksidasyonu ile organel
iceriginin hiicre icine salinmasi sonucunda proteoliz hizlanir ve doku hasari
siddetlenir. Membran gecirgenligi bozulursa potasyum ve magnezyum iyonlarinin
konsantrasyonlart degisir ve boylece protein sentezinde inhibisyon gergeklesir. Lipid
peroksidasyonunda oncelikle lipid radikali olusur. Lipid radikali de oksijenle
reaksiyona girerek lipid peroksit radikalini olusturur. Lipid peroksit radikali de diger
doymamis yag asitleriyle reaksiyona girer. Boylece zincirleme bir reaksiyon
baslamis olur. Ayrica lipid peroksitler ortamdaki hidrojen atomlar: ile de reaksiyona
girerek lipid hidroperoksitleri olustururlar. Lipid peroksitler daha sonra

malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal gibi yikim diirlinlerine doniisiirler.
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MDA, proteinlerin amino gruplarina, fosfolipitlere ve niikleik asitlere baglanarak
toksik etkisini gosterir. Membran bilesenlerinde ¢apraz baglanma ve polimerizasyona
neden olur. Membranlardan kolaylikla difiize olarak, DNA yapisinda yer alan
nitrojen bazlarla reaksiyona girer ve mutajen, karsinojen, genotoksik etkiler gosterir.
Lipid peroksidasyonunun Olglimii doku hasarinin iyi bir gostergesi kabul
edildiginden, peroksidasyon sirasinda olusan konjugelerin 6lgiimii, in vivo lipit

peroksit diizeyini yansitabilecek énemli bir yontemdir.
2.4.2.3. Oksidatif Stresin Niikleik Asitlere Etkisi

Serbest radikallerin, farkli mekanizmalar ile deoksi ribo niikelik asit (DNA)
tizerinde hasara yol acarlar. OH" radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona
girerek DNA’da hasara neden olur. DNA’nin temel yapi tasi olan niikleotidin yapisi
icinde yer alan purin ve pirimidin bazlar1 oksijen radikallerinin etkilerini gosterdigi
bolgelerdir. Serbest radikaller ozellikle bu bazlarda mutasyona neden olurlar.
Ozellikle guanin bazimn bu radikaller araciligi ile hidroksilasyonu sonucunda DNA

molekiiliinlin yapist degismekte ve mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (48).
2.4.2.4. Oksidatif Stresin Karbonhidratlara Etkisi

Ozellikle glikoz, mannoz ve deoksi sekerler fizyolojik sartlarda
otooksidasyona ugrayarak O, ve H,O;’1 meydana getirirler. Okside glikoz, protein

ile reaksiyona girer ve glikolizasyon ve glikasyon iirlinleri olusturur (49).
2.4.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Viicutta eksojen ya da endojen yol ile olusan reaktif oksijen radikallerini ve
bunlarin meydana getirdigi hasar1 Oonlemek i¢in antioksidan savunma sistemleri
vardir. Antioksidan savunma sistemleri ya serbest radikal olusumunu engelleyerek ya
da serbest radikallerin zararli etkilerini Onleyerek serbest radikallerin zararh

etkilerinden viicudu korurlar.
Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlari etkisizlestirirler:

1. Temizleme etkisi: Enzimler aracilig1 ile oksidanlar1 zayif bir molekiile

gevirirler.
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2. Baskilama etkisi: Vitaminler ve flavinoidler aracilig1 ile oksidanlara bir

hidrojen aktarmakla oksidan maddeleri etkisiz hale getirirler.

3. Onarma etkisi: DNA tamir enzimleri, metiyonin siilfoksit rediiktaz gibi

enzimlerle hasarli bolgeyi onarirlar.

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarin

engellerler.

Antioksidanlar, endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere

baslica iki ana gruba ayrilabilir:
A) Endojen antioksidanlar

1. Enzimatik antioksidanlar: Aktif merkezlerinde bakir (Cu), ¢inko (Zn),
manganez (Mn), demir (Fe™), selenyum (Se) gibi metalleri igerirler. Diizeyleri
genetik kontrol altindadir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSH R), glutatyon-S-transferaz enzimatik endojen

antioksidanlardir.

2. Non enzimatik antioksidanlar: Melatonin, seruloplazmin, transferin,
miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, diirat,

laktoferrin, albiimin non enzimatik endojen antioksidanlara 6rnektir.
B) Eksojen antioksidanlar:

1. Vitaminler: a-tokoferol (vitamin E), B-karoten, askorbik asit (vitamin C),

folik asit

2. Ilaglar: Ksantin oksidaz inhibitdrleri, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH), rekombinant SOD, nonenzimatik serbest radikal toplayicilar, demir
redoks donglisli inhibitdrleri, demir selatorleri, sitokinler, barbitiiratlar, nétrofil

adezyon inhibitorleri

3. Eser mineraller: Se
2.4.3.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit radikali SOD ile H;O, ve molekiiler oksijene doniisiir.

Antioksidan sistemin en 6nemli 6gelerinden biridir.
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SOD

0, +0, + 2H" H,0, + O,

v

Insan hiicrelerinde SOD’un baslica 3 izoenzimi vardir :

1. Bakir ve ¢inko iyonu igeren SOD (CuZn-SOD): Sitozolde bulunur. En
fazla bulunan SOD’dur.

2. Manganez iyonu igeren SOD (Mn-SOD): Mitokondride bulunur.

3. Ekstraseluler SOD (EC-SOD): Vaskuler endotele bagli olarak bulunur.
Kofaktorleri CuZn-SOD gibi bakir ve ¢inkodur.

2.4.3.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Stiperoksit radikalinin temizlenmesi sonucu ya da baska tepkimeler sonucu
olusan H,O, ve yag asidi hidroperoksitlerinin (ROOH) indirgenmesinde rol alan
enzimdir. Fonksiyonel olarak onemli selenoprotein grubundandir (50). Tim
dokularda bulunmakla beraber en fazla karaciger ve eritrositlerde aktivite gosterir.

Hiicre iginde ise sitozol ve mitokondride en yogun olarak bulunmaktadir (51).
Insan dokularinda iki GSH-Px formu vardir:
1.Se-bagimli GSH-Px: H,O, ve ROOH’leri metabolize eder.
2.Se-bagimsiz GSH-Px: Sadece ROOH’leri metabolize eder.

GSH-Px, ROOH’lar1 ve H,O,’i metabolize ederken okside sekline doniisiir.
(GSSG). Okside glutatyon ise glutatyon rediiktaz (GSH R) tarafindan tekrar GSH’a

indirgenir. Bu reaksiyon pentoz fosfat yolunda iiretilen NADPH’a bagimhidir. (51,
52).

ROOH + 2GSH

v

ROH + GSSH + H,O

GSH-Px
H,O, + 2GSH

GSSH + 2H,0

v

GSSG + NADPH + H' » 2 GSH+NADP"
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2.4.3.3. Glutatyon (GSH)

GSH, glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden karaciger basta olmak
tizere pek ¢ok dokuda sentezlenen diisiik molekiil agirlikli bir tripeptittir. Hiicreleri
oksidan hasara karsi koruyan hiicre i¢indeki en Onemli antioksidan bilesiktir.

Sentezde y-glutamilsistein sentetaz ve GSH sentetaz enzimleri katalizordiir (52).

v-Glutamilsistein sentetaz

»

Glutamat + Sistein > v-Glutamilsistein

Glutatyon sentetaz

v

v-Glutamilsistein + Glisin Glutatyon

Hiicre ic¢inde oOnemli bir antioksidan olan GSH’mn %99’dan fazlasi
indirgenmis formda bulunur. Glutatyonun pek ¢ok metabolik gorevi vardir. GSH-Px,
GSH-R ve GSH transferaz gibi enzimlerin kofaktoriidiir. Proteinlerdeki siilfhidril (-
SH) gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona karsi korur, bdylece
fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH, yabanci
bilesiklerin detoksifikasyonu ve aminoasitlerin membranlardan transportunu da
saglar. Vitamin C ve E gibi 6nemli antioksidanlar1 yeniden olusturup aktif formlarini
destekler. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin
engellenmesinde rol alir (53, 54). GSH-Px enzimi ile hidrojen peroksit radikali
ortadan kaldirilirken GSH’dan okside formu olan GSSG olusur. GSSG hiicrelere
toksiktir ve  GSH-R enzimi araciligi ile GSH’a indirgenir ve bdylece hiicrede
GSH/GSSG orani sabit tutulmaya calisilir (55). GSH/GSSG orani, iyi bir oksidatif
stres gostergesidir (56, 57).

2.4.4. Granuloza Hiicreleri ve Oksidatif Stres

Kadin reproduktif sisteminde ROT ve antioksidanlar folikiilogenezis, oosit
maturasyonu, luteal regresyon ve fertilizasyonda fizyolojik rol oynarlar (58).
Granuloza hiicreleri antioksidanlar1 tireterek oositi ROT’larin zararh etkilerinden
korurlar. Yardimci tireme tekniklerinde elde edilen basari oranlari gamet ve embriyo
kalitesi tarafindan etkilenir. Folikiiler sivi ve granuloza hiicreleri oositle yakin

iliskide olduklarindan bunlarin incelenmesi ile elde edilen sonuglar IVF basarisini
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tespit etmede kullamilabilir. Ornegin granuloza hiicrelerindeki gelistirilmis ROT
tretimi (2) diisiik oosit fertilizasyon kabiliyeti, diisiik embriyo kalitesi ve azalmig
implantasyon oranlar1 ile iligkili bulunmustur. Sonucta oksidatif stres iireme ve
gelisme patolojisi ile iligkili gibi durmaktadir. Granuloza hiicrelerindeki antioksidan
enzimler oosit maturasyonunu diizenler ve yardimci iireme tekniklerindeki basari
oranlar1 ile iliskilidir. Ureme ve fertilizasyonun diizenlenmesinde ROT ve

antioksidanlarin 6nemi dikkate alinmalidir.



35

3. MATERYAL METOD

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1
ve Dogum IVF Unitesi ve Biyofizik Anabilim Dali Arastirma Laboratuarinda
gerceklestirilmistir. Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Yonetim Birimi tarafindan 1960-TU-09 proje numarasi ile desteklenmistir.
3.1. Materyal

Granuloza hiicreleri SDU Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dali IVF iinitesine basvuran hastalardan rekombinant FSH tedavisi ile
gelistirilen folikiillerden OPU islemi sonrasi oosit etrafindaki korona radiata
tabakasinin alinmasi ile elde edildi. Elde edilen granuloza hiicrelerinden SDU Tip
Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali Laboratuarinda hiicre i¢i Ca™ sinyali ve
antioksidan sistem diizeyleri bakild:. Isaretlenen oosit mayoz boliinmenin agsamasina,
polar cismin o&zelligine, stoplazmik granulasyona, perivitellin aralifa ve zona
pellusidanin 6zelligine gore gradelendi ve oositin ICSI islemi ile fertilize olup

olmadig takip edildi.
3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

1. Sogutmali santrifiij: Kubota (Japonya)

2. Laminar Flow Kabini: Jouan B4l (Fransa)

3. Derin dondurucu: Ugur (Tiirkiye)

4. Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (Isvigre)

5. Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

6. Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
7. Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

8. pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

9. Manyetik karistirict: Niive (Tiirkiye)

10. Floresan spektrofotometre: (Cary Eclipse, Varian Firmasi, Avustralya)
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11. CO; inkiibator: (Heal Force, Smart Cell, Japonya)
12. Logio 200 marka USG cihazi

13. 6,5 MHz’lik vaginal prob

14. ICSI pipeti

15. Petri kab1
3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

1. Tris, Merck (Almanya)

2. Glisin, Merck (Almanya)

3. Sodium Cloride, Merck (Almanya)

4. Tween 20, Merck (Almanya)

5. Bovin Serum Albumin, Merck (Almanya)

6. EDTA, Merck (Almanya)

7. EGTA, Merck (Almanya)

8. Leupeptin, Sigma (Almanya)

9. Triton X-100, Sigma (Almanya

10. Metanol, Merck (Almanya)

11. Hidroklorik Asit, Merck (Almanya)

12. Histopaque REF-11191 (Amerika Birlesik Devletleri)
13. Bradford Kimyasali1 Bio-Rad 500-0006 (Almanya)

14. HEPES tamponu
3.2. Metod

Calismamiza Ocak 2010-Subat 2011 tarihleri arasinda Siileyman Demirel Tip
Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Ana Bilim Dali Tiip Bebek Merkezine IVF
tedavisi i¢cin bagvuran 33 infertil hasta dahil edildi. Calisma prospektif ve tek

merkezli olarak planlandi. Hastalardan ¢alismaya katilmalari i¢in yazili onam alindi.
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Calisma oncesinde Akdeniz Universitesi Akdeniz Tip Fakiiltesi Etik Kurulunca
B.30.2.AKD.0.20.05.05/192 sayil1 kararla caligmanin ger¢eklestirilmesinde etik

sakinca olmadigina karar verildi.
3.2.1. Hastalarin Sec¢imi

Hastalarin genel muayene, fizik muayene ve jinekolojik muayeneleri
yapildiktan sonra tiim hastalardan mensin 3. giinii hormon profili (Bazal FSH, LH,
progesteron, estradiol, prolaktin, tiroid stimulan hormon) bakildi. Tiim hastalara
adetin 7-10. giinleri arasinda HSG ¢ekildi. Uroloji béliimiinden konsultasyon
istenerek eslerinden 3 giin cinsel perhizden sonra sperm analizi yapildi. Hastalara
tedavi Oncesi siklusun erken folikiiler fazinda TV-USG yapilarak overyan
folikiillerin ¢ap1 ve sayisi degerlendirildi ve overyan gradeleme yapildi. Yapilan TV-
USG’de endometrial kalinlik da kaydedildi. Bunun i¢in Logio 200 marka USG cihazi
ve 6,5 MHz’lik vaginal prob kullanildu.

Hastalarin infertilite degerlendirilmesinden sonra demografik 6zellikleri
alindi. Tiim hastalarin yas, meslek, infertilite siiresi, sigara, alkol kullanimi, ek

hastalik varligina gore demografik 6zellikleri kaydedildi.
Calismaya dahil edilme kriterleri
1. Infertilite nedeninin erkek faktorii olmamasi

2. Ek hastalik olmamas1 (Hipotirodi, hipertirodi, hiperprolaktinemi, diabetes

mellitus)
3. Sigara, alkol, ila¢ kullanmayan hastalar
4. 25-35 yas arasi infertil ¢iftler
5. Primer infertil olanlar
6. Aciklanamayan infertilitesi olanlar
7. OPU isleminde 5 veya daha fazla folikiil gelisen hastalar

Hastalarin ag¢lik kan sekeri, lire, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST), hemogram (12 saatlik aclik siiresini takiben, 10 ml venoz

kan orneklemesi yapilarak) olgiimleri yapilarak ve elektrokardiyografi (EKG) ve
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akciger filmleri g¢ekilerek anestezi doktoru tarafindan konsiilte edildi. Preoperatif

anestezi almasinda sakinca olmadig1 gosterildi.
3.2.2. Oositlerin Gelisimi

Hastalarin ilk degerlendirilmesinin ardindan yas, antral folikiil sayisi, kilo ve
bazal FSH degerleri goz oniline alinarak verilecek rekombinant FSH iinitesi hesap
edildi. GnRH agonisti ile uzun protokol veya GnRH antagonist ile kisa protokol
baslanildi.

Gonadotropin salgilatict hormon agonisti ile uzun protokol uygulanan
olgularda gonadotropin baglanmadan 6nceki siklusun mid-luteal fazinda (21.giin) 0.5
mg/giin leuprolide asetat (Lucrin flakon® Img Abbott, Tiirkiye) veya 0.1 mg
triptorelin asetat (Decapeptyl enjektabl® 0,1 mg Ferring, Tirkiye) baslandi. Over
baskilanmasi i¢in serum E2 konsantrasyonu <50 pg/ml ve overde >10 mm folikiil
olmamast kriterleri kullanildi. Siklusun 3.giinlinde uygun dozda gonadotropin ile
stimulasyon basland1 ve leuprolide asetat veya triptorelin asetat dozu yariya

diisiiriilerek gonadotropin tedavisi boyunca ayni dozdan devam edildi.

Antagonist protokol uygulanan olgular menstriial siklusun 3. giinii hormonal
ve sonografik olarak degerlendirildi. Sonografik olarak folikiiler veya korpus luteum
kisti saptanmayan ve hormon diizeyleri normal sinirlarda olan hastalara siklusun 3.
giiniinde uygun dozda gonadotropin stimiilasyonuna baslandi. Onde giden folikiil 13
mm ¢apa ulastiginda ya da E2 > 800 pg/ml oldugunda cetrorelix 0,25 mg/giin s.c
(Cetrotide flakon® 0,25 mg, Merck Serono, Istanbul, Tiirkiye) veya ganirelix 0,25
mg/giin sc (Orgalutran kullanima hazir enjektor® 0,25 mg, Schering Plough,
Istanbul, Tiirkiye) baslanarak hCG giiniine kadar gonadotropinlerle birlikte
kullanildi.

Tiim hastalarda gonadotropin baslangi¢ dozu hastanin yasina, over rezervine
ve daha Onceki stimulasyon rejimine olan cevabina gore bireysel olarak belirlendi.
Siklusun 3. gilinli overyan folikiiler aktivite transvaginal ultrasonografi ile
degerlendirildi ve 10-15 mm’den biiyiik folikiil kisti saptanmayan olgulara
gonadotropin stimulasyonu basland1 Stimulasyonda rekombinant FSH (Gonal-F®

RFF Pen -follitropin alfa injection, Merck Serono, Istanbul, Tiirkiye; Puregon®
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Schering-Plough, Istanbul, Tiirkiye) veya iiriner FSH (Menogon 75 U ampul,
Ferring, Istanbul, Tiirkiye) kullanildi. Folikiil gelisiminin takibi amaciyla
gonadotropin tedavisinin 5. gilinlinde ultrasonografi sonucuna goére gonadotropin doz

ayarlamasi yapildu.
3.2.3. Tedavinin Monitorizasyonu ve Oosit Pick-up Islemi

Ultrasonografik takipler sonucunda iki veya daha fazla folikiill >17 mm
oldugunda rekombinant hCG (Ovitrelle® PreFilled Syringechoriogonadotropin alfa
injection, 250 mikrogram, Merck Serono, Istanbul, Tiirkiye) uygulandi. Hasta takip
formlarina her kontrolde folikiil sayis1 ve endometrium kalinligi kaydedildi. Hastalar
rekombinant hCG (Ovitrelle® PreFilled Syringechoriogonadotropin alfa injection,
250 mikrogram, Merck Serono, Istanbul, Tiirkiye) uygulamasindan yaklasik 36 saat
sonra genel anestezi altinda litotomi pozisyonunda OPU islemine alindi. OPU iglemi
sirasinda hasta litotomi pozisyonunda steril ortiiler ile ortiildii. Vagene spekulum
yerlestirildi. Vagen steril serum fizyolojik ile yikandi. Cift liimenli 17 mm ve 30 cm
boyutlarinda oosit aspirasyon ignesi kullanilarak transvajinal yoldan oosit toplama

islemi uygulandi.

Sekil 1. Oosit pick-up islemi sirasinda overin ultrasonografik goriiniimii
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3.2.4. Oositlerin Gradelemesi

OPU islemi ile alinan oositlerde 4 parametreye bakildi. Bu parametreler:
1. Stoplazmik granulasyon

2. Polar cismin 6zellikleri

3. Perivitellin aralik

4. Zona pellusida ozellikleri

Oositler bu 4 parametrenin her birine 0 ile 1 puan verilerek en az 0 en ¢ok 4
puan olmak {izere gradelendirildi. 4 puan alan oositler iyi kalitede oosit (grade A), 2-
3 puan alan oositler orta kalitede oosit (grade B), 0-1 puan alan oositler kotii kaliteli

oosit (grade C) olarak degerlendirildi.

Tablo 3. Oosit gradelemesi.

0 1
Stoplazmik granulasyon |Merkezi Granulasyon Homojen Granulasyon
Polar cisim 6zellikleri Fragmante, biiyiik Non-fragmante, normal biiyiikliikte
Perivitellin aralik Dokiintii var Dokiintii yok
Zona pellusida 6zellikleri |>15 p, kesintili, diizgiin degil |15 p, diizgiin yiizeyli

3.2.5. Granuloza Hiicrelerinin Elde Edilmesi

Calismamiz i¢in alinan folikiil ve icerigi petri kabina konuldu. Mikroskop ile
bakilarak kumulus ve oosit icerigi HEPES’li medium igeren baska bir petri kabina
alindi. Kumulus hiicreleri mekanik olarak igne yardimi ile oositten ayrildi. Alinan
oosit isaretli bir sekilde kiiltiire edilecegi yere konuldu. Mediumlu kumulus

kompleksi alinarak biyofizik laboratuarina gotiiriildi.

3.2.6. Granuloza Hiicrelerindeki Intraselliiler Kalsiyum Sinyalinin

Degerlendirilmesi

Granuloza hiicreleri hiicre i¢i kalsiyum miktarinin 6l¢imii i¢in 37 OC de 45
dakika boyunca 4uM Fura—2 AM floresan boyasi ile boyandi (59). Boyanma

isleminden sonra yikamaya tabi tutulan hiicreler manyetik olarak karistirilan, seffaf
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kiivetlere hiicre yogunlugu 2x10° olacak sekilde Na'-HEPES [(mM cinsinden) NaCl,
140; KCl, 4,7; CaCl,, 1,2; MgCl,, 1,1; glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7,4)] soliisyonu
icerisinde floresan spektrofotometre (Varian Cary Eclipse, Australia) cihazindaki
haznesine yerlestirildi. Fura—2 AM i¢in eksitasyon dalga boylart 340 nm ve 380 nm,
emisyon dalga boyu 505 nm dalga boyundaki floresan 1sik ile uyarildi ve yaklasik
alti dakika boyunca kayit alindi. Hiicre ici serbest Ca™ iyon diizeyi degisimleri
bilgisayar ekraninda 340 nm/380 nm dalga boylarindaki uyarimlari ile kaydedildi
(60) ve Grynkiewicz ve arkadaslarinin metoduna gore hesaplandi (61).

3.2.7. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Ol¢iimii

Medium igerisinde korunan granuloza hiicrelerinden Biyofizik Anabilim Dali
laboratuarlarinda lipit peroksidasyon analizi (MDA), GSH-Px aktivitesi ve
indirgenmis glutatyon (GSH) analizleri yapildi.

3.2.7.1. Lipit Peroksidasyon Analizi

Granuloza hiicrelerinde lipit peroksidasyon diizeylerinin belirlenmesi, Placer
ve arkadaslarinin (62) bildirdikleri yonteme gore tiyobarbitiirik asit (TBARS)
reaksiyonu ile son derece hassas bir spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1800,

Japonya) yapildi.

Deneyin yapilisi: Tiim granuloza hiicre gruplart 1/9 (2.25 ml) oraninda
TBARS soliisyonu ile sulandirildi. Kor olarak ise 0.25 ml fosfat tamponu ile 1/9
oraninda TBARS karisimi kullanildi. Ornekler ve kor, 20 dakika siiresince 100 °C’lik
su banyosunda tutuldu. Daha sonra ¢gesme suyu altinda sogutuldu. 2500 devirde 5 dk
santrifiij edildi. Ustteki pembe renkli s1v1 otomatik pipetle hassas bir sekilde aliarak
lem 151k gegisine sahip kiivette 532 nm dalga boyundaki spektrofotometrede kore
karst okundu. Standart olarak ise yine ayni oranlarda hazirlanmis 1, 1, 3, 3
tetracthoxy propane soliisyonu kullanildi. Degerler mikromol/gram protein olarak

belirlendi. Sonug¢lar nanomol/ gram protein olarak verildi.
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3.2.7.2. indirgenmis Glutatyon (GSH) ve Glutatyon Peroksidaz (GSH-

Px) Analizleri

GSH diizeyleri Sedlak and Lindsay’in (63) bildirdikleri yonteme gore
spektrofotometre cihazi ile belirlendi. GSH tayini i¢in gerekli soliisyonlar;

1- %10 trikloroasetik asit (TCA) soliisyonu

2-  Tris tamponu (0,4M pH:8,9): 48,46 gram tris-hidroksimetil-
aminomethan’in hidroklorik asit (HCI) ile pH 8,9 olacak sekilde 1 litrede ¢oziilmesi

ile hazirlanir.

Deneyin yapilist: 0,1 ml hiicre homojenatt 0,4 ml TCA soliisyonu ile
karistirildi. 20 sn karistiricida vortekslendi ve 3000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. 0,1
ml siipernatant temiz bir tiip icine alindi. Uzerine 0,9 ml distile su, 2,0 ml Tris
tamponu ve 0,1 ml DTNB soliisyonu eklendi. Olusan sar1 renk distile suya karsi

spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu.

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk (64) tarafindan bildirilen

yonteme gore spektrofotometrede belirlendi.
Kullanilan Solusyonlar:
1- Tris (1) HCI tampon solusyonu (50 mM) pH:7,6
2- GSH soliisyonu
3- CHPO (Kumen-hidroperoksit) soliisyonu
4- %10 TCA soliisyonu
5- Tris (2) tampon 0,4 M pH: 8,9

6- DTNB soliisyonu
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Tablo 4. GSH-Px deneyinin analiz semasi ve kullanilan kimyasallar.

Kimyasallar Kontrol Ornek
Hiicre homojenati 0.5 ml 0.5 ml
Tris HCI tamponu eklendi. 0.3 ml 0.3 ml
CHPO ilave edildi. - 0.1 ml
GSH (her tiipe 5 sn araliklarla konuldu.) 0.1 ml 0.1 ml

Oda 1s1sinda tam 10 dakika beklendi.

TCA (her tiip i¢in 5 sn araliklarla konuldu) 1.0 ml 1.0 ml

2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Ustteki siipernatant temiz bir tiipe alind.

Uzerine Tris tampon eklendi. 2.0 ml 2.0 ml

DTNB eklendi. 0.1 ml 0.1 ml

Oda 1s1sinda 5 sn beklendi. Saf suya kars1 spektrofotometrede 412 nm dalga

boyunda okundu.
Protein Tayini

Calismamizda yapilan protein tayini deneyleri tiim Orneklerde Lowry ve

arkadaglarinin tanimladig1 yonteme gore yapildi (65).
3.2.8. ICSI islemi ve Embriyo Transferi

Ayni giin hastanin esinden mastiirbasyon yoluyla elde edilen spermlerin
likefaksiyon sonrasi sayr ve motilitesi degerlendirildi. Her hastada kocasinin
spermleri kullanildi. Alinan spermler swim-up veya gradient ydntemlerinden
gecirildikten sonra modifiye insan tubal s1vi medyumu (Irvine Scientific, Santa Ana,
CA) ile yikanarak hazirlandi. Oositler petri kabinda %7 sentetik serum ilave edilmis
modifiye insan tubal sivi medyumuyla (Irvine Scientific) 37 °C’de ve %5 CO,

ortaminda inkube edildi.
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Fertilizasyon ertesi giin embriyoloji laboratuarinda degerlendirildi. Oositler
iki ayr1 ya da fragmente polar cisimcik tasiyorsa ve nukleolus igeren iki pronukleus
iceriyorsa fertilize kabul edildi. Embriyolar 2. ve 4. giinde tekrar degerlendirildi.
Ikinci giinde 4, 3. giiniin sabahinda 8 hiicre asamasma gelme normal olarak
degerlendirildi. Niikleer fragmantasyon olmayan embriyolar grade 1 (iyi kaliteli)
embriyo, fragmantasyon orani1 %20 ise grade 2 embriyo, eger niikleer fragmantasyon
orant %21-50 ise grade 3, >%50 ise grade 4 (koti kaliteli) embriyo olarak
degerlendirildi. Grade 1, 2, 3 embriyolar Wallace kateteri (H.G. Wallace Ltd.,
Colchester, Essex, Ingiltere) ile TV-USG esliginde transfer edildi. Hastanmn yas1 ve
elde edilen embriyolarin sayis1 ve kalitesi g6z Oniine alinarak 1-3 arasi embriyo
transfer edilmistir. Mart 2010 da cikan yasadan sonra hastalara single embriyo
transferi( SET) yapilmaya baslandi. Ugten fazla embriyonun gelistigi olgularda
oncelikle grade 1-2 embriyolar transfer i¢in tercih edildi. Tiim hastalara luteal destek
saglamak amaciyla yumurta toplama giliniinden 1 giin sonra baslayarak intravaginal
progesteron jel (Crinone® %8 gel, Merck Serono, Istanbul, Tiirkiye) uygulanmistir.
Ayrica tiim hastalara yumurta toplama giiniinden baglayarak embriyo transfer giiniine

kadar giinde iki kez oral doksisiklin 100 mg tedavisi baslandi.
3.2.9. istatiksel Analiz

Istatiksel analizlerde ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum
degerleri hesaplanmistir. Karsilagtirmalarda Mann-Whitney-u, ki-kare, Fisher’s ki-
kare testleri kulanilmistir. Verilen ilag protokolu ile GSH-Px, GSH, MDA, Ca™
diizeyleri arasindaki iliski Mann Whitney-u testi, kullamlarak fertilizasyon ile Ca™
ve antioksidanlar arasindaki iligkisi Mann Whitney-u.testi, grade ile fertilizasyon
iligkisi ki kare testi kullanilarak karsilastirnlmistir. Grade B ve grade C oositlerde
fertilizasyon orani, grade A ve C oositlerde fertilizasyon orani, Grade A ve grade B
oositlerde fertilizasyon oranmi karsilagtirmasinda Fischer’s ki-kare testi kullanilmustir.
Oosit gradelerine gére Ca™ ve antioksidan degerlerinin iliskisi Mann Whitney-u
testi, uygulanan ilag protokoliiniin fertilizasyon ile iligskisi Fischer's ki-kare testi
kullamilarak karsilastirilmistir. p <0,05 ise anlamli kabul edilmistir. Istatiksel

analizler SPSS 15.0 paket programi kullanilarak yapilmistir.
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Tablo 5. Verilen ilag protokolu ile GSH-Px aktivitesi, GSH, MDA, Ca+2

diizeyleri arasindaki iliski.

Ilag N Ortalama Standart P
sapma
GSH-Px Antagonist 16 17,30 2,43
(IU/gr prot) Agonist 17 16,50 2,07 471
GSH Antagonist 16 3,67 1,70 578
(umol/gr prot) Agonist 17 3,71 .92 ’
MDA Antagonist 16 2,51 47 195
(umol/gr prot) Agonist 17 2,76 ,45
[CaJr2 ]i Antagonist 16 | 607734,09 | 425349,01 666
(nM/sn) Agonist 17 | 573315,56 | 372663,94 ’

GSH-Px: Glutatyon peroksidaz aktivitesi; GSH: Glutatyon; MDA: Malondialdehit; [Ca™];: Kalsiyum
konsantrasyonu

Calismamizda antagonist ila¢ verilen 16 hastanin GSH-Px aktivitesi
degerlerinin ortalamalar1 17,3 IU/gr protein, agonist ilag verilen 17 hastanin GSH-Px
aktivitesi degerleri ortalamalar1 16,50 IU/gr protein olarak bulunmustur (Grafik 1).
GSH-Px aktivitesi degerleri ortalamalar1 bakimindan antagonist ve agonist ilag

verilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.

25 ~

GSH-Px

20

15

IU/grprot

10 ~

agonist artagonist

GSH-Px: Glutatyon peroksidaz aktivitesi

Grafik 1. Agonist ve antogonist ilag verilen hastalarin GSH-Px aktivitesi degerleri
ortalamalari
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Calismamizda antagonist ilag¢ verilen 16 hastanin GSH degerleri ortalamalari
3,67 umol/gr protein, agonist ilag verilen 17 hastanin GSH degerleri ortalamalari
3,71 pmol/gr protein olarak bulunmustur (Grafik 2). GSH degerleri ortalamalar

bakimindan antagonist ve agonist ila¢ verilen gruplar arasinda istatiksel olarak

anlaml farklilik saptanmamustir.

GSH

umol/gr prot
(¥

antagonist agonist

GSH: Glutatyon

Grafik 2. Agonist ve antogonist ilag verilen hastalarin GSH degerleri ortalamalari

Calismamizda antagonist ilag verilen 16 hastanin MDA degerleri ortalamalari
2,51 pumol/gr protein, agonist ilag verilen 17 hastanin MDA degerleri ortalamalari
2,76 pmol/gr protein olarak bulunmustur (Grafik 3). MDA degerleri ortalamalari

bakimindan antagonist ve agonist ila¢ verilen gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik saptanmamustir.

3,5 -

MDA

3 -

2,5 -

umol/gr prot

antagonist agonist

MDA: Malondialdehit

Grafik 3. Agonist ve antogonist ilag verilen hastalarin MDA degerleri ortalamalari.
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Calismamizda antagonist ilag verilen 16 hastanin Ca™ konsantrasyonlari
607734,09 nM/sn, 17 hastann  Ca®
konsantrasyonlar1 ortalamalar1 573315,56 nM/sn olarak bulunmustur (Grafik 4). Ca"

ortalamalar1 agonist ilag verilen
konsantrasyonlari ortalamalar1 bakimindan antagonist ve agonist ila¢ verilen gruplar

arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.

Ca'*: Kalsiyum
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Grafik 4. Agonist ve antagonist ilag verilen hastalarn Ca™ konsantrasyonlar
ortalamalari.

Tablo 6. Fertilizasyon ile Ca+2 ve antioksidanlar arasindaki iliski.

- Standart .
Fertilizasyon N Ortalama Sapma p degeri
GSH-Px Olumlu 23 16,26 1,86 0.021
(IU/gr prot) Olumsuz 10 18,33 2,52 ’
GSH Olumlu 23 4,03 1,41 0.031
(umol/gr prot) Olumsuz 10 2,93 0,72 ’
MDA Olumlu 23 2,58 0,44 0.505
(umol/gr prot) Olumsuz 10 2,76 0,53 ’ ’
[Ca™?; Olumlu 23 8137344 227150,3 0,000
@M/sn) Olumsuz 10 75421,7 35408,7

GSH-Px: Glutatyon peroksidaz; GSH: Glutatyon; MDA: Malondialdehit; [Ca™];: Kalsiyum

konsantrasyonu

Calismamizda fertilize olan oositlerin granuloza hiicrelerindeki GSH-Px

aktivitesi degerleri ortalamalar1 16,26 IU/gr protein, fertilize olmayan oositlerin

granuloza hiicrelerindeki GSH-Px aktivite degerleri ortalamalar1 ise 18,33 TU/gr
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protein olarak bulunmustur (Grafik 5). Fertilize olmayan oositlerin granuloza
hiicrelerindeki GSH-Px aktivite degerleri ortalamasi, fertilize olan oositlerin
granuloza hiicrelerinin GSH-Px aktivitesi degerleri ortalamasina gore istatistiksel

acidan anlaml olarak ytiksek bulunmustur (p=0,021).

25

GSH-Px

20

15 A

IU/gr prot

10 A

olumlu olumsuz

GSH-Px: Glutatyon peroksidaz aktivitesi

* p< 0,05 Olumlu grubuna kiyasla
Grafik 5. GSH-Px aktivitesi degerleri ortalamast ile fertilizasyon arasindaki iliski.

Calismamizda fertilize olan oositlerin granuloza hiicrelerindeki GSH
degerleri ortalamalar1 4,03 umol/gr protein, fertilize olmayan oositlerin granuloza
hiicrelerindeki GSH degerleri ortalamalar1 ise 2,93 pmol/gr protein olarak
bulunmustur (Grafik 6). Fertilize olan oositlerin granuloza hiicrelerindeki GSH
diizeyi, fertilize olmayan oositlerin granuloza hiicrelerinin GSH degerleri

ortalamalarina gore istatiksel ¢~ "~ ~=Tremnle ~lnends o 8ennd- bosleennsaniop (9= (),031).
olumlu olumsuz
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Grafik 6. GSH degerleri ortalamasi ile fertilizasyon arasindaki iliski.

Calismamizda fertilize olan oositlerin granuloza hiicrelerindeki MDA
degerleri ortalamalar1 2,58 umol/gr protein, fertilize olmayan oositlerin granuloza
hiicrelerindeki MDA degerleri ortalamalar1 ise 2,76 umol/gr protein olarak
bulunmustur (Grafik 7). Fertilize olan oositlerin granuloza hiicrelerindeki MDA
degerleri ortalamasi ile fertilize olmayan oositlerin granuloza hiicrelerinin MDA

degerleri ortalamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

3,5 -
MDA
3 -
2,5 1
-
2
a 2 -
=
[=] i
E 1,5
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olumlu olumsuz

MDA Malondialdehit

Grafik 7. MDA degerleri ortalamasi ile fertilizasyon arasindaki iliski.
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Calismamizda fertilize olan oositlerin granuloza hiicrelerindeki Ca™
konsantrasyonlar1 ortalamalar1 813734,4 nM/sn, fertilize olmayan oositlerin
granuloza hiicrelerindeki Ca™ konsantrasyonlar1 ortalamalari ise 75421,7 nM/sn
olarak bulunmustur (Grafik 8). Fertilize olan oositlerin granuloza hiicrelerindeki Ca"
diizeyi, fertilize olmayan oositlerin granuloza hiicrelerinin Ca™ konsantrasyonlart

ortalamalarindan istatiksel agidan anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0,0001) .
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*p<0,0001 Olumlu grubuna kiyasla

Grafik 8. Ca™ konsantrasyon ortalamasi ile fertilizasyon arasindaki iligki.

Tablo 7. Grade ile fertilizasyon iligkisi

Fertilizasyon Total
Olumsuz | Olumlu

Grade A N 0 4 4
% 0 100 100
B N 4 18 22
% 18,2 81,8 100
C N 6 1 7
% 85,7 14,3 100
Total N 10 23 33
% 30,3 69,7 100

Grade A: Oosit skorlamasinda 4 puan alan oositler, Grade B: Oosit skorlamasinda 2-3 puan alan
oositler, Grade C: Oosit skorlamasinda 4 puan alan oositler

Grade A oositler %100 fertilize olmustur. Grade B oositlerde fertilizasyon
oran1 %81,8, grade C oositlerde ise fertilizasyon orani %14,3 olarak bulunmustur

(Grafik 9). Sonug¢ olarak grade ile fertilizasyon orani arasinda istatiksel olarak
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anlaml bir iliski vardir ve grade iyilestik¢e fertilizasyon orani artmaktadir. Grade A

ve B oositlerde fertilize olma oraninda daha yiiksek bir anlamlilik goriinmektedir
(p=0.001).

> GRADELEME iLE FERTILiZASYON

. ILiSKisi

80 -
=X 60

40 -

20 +

. H =

olumlu olumsuz olumlu olumsuz olumlu olumsuz
Grade A Grade B Grade C

Grade A: Oosit skorlamasinda 4 puan alan oositler, Grade B: Oosit skorlamasinda 2-3 puan alan
oositler, Grade C: Oosit skorlamasinda 4 puan alan oositler

Grafik 9. Oosit grade ile fertilizasyon arasindaki iliski.

Tablo 8. Grade B ve grade C oositlerde fertilizasyon oraninin karsilagtirmasi.

Fertilizasyon Total
Olumsuz | Olumlu | Olumsuz
Grade B N 4 18 22
% 18,2 81,8 100
C N 6 1 7
% 85,7 14,3 100
Toplam N 10 19 29
% 34,5 65,5 100

Grade B: Oosit skorlamasinda 2-3 puan alan oositler, Grade C: Oosit skorlamasinda 4 puan alan

oositler

Grade B oositlerde grade C oositlere gore fertilizasyon orani istatiksel agidan

anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0,003).



Tablo 9. Grade A ve grade C oositlerde fertilizasyon oraninin karsilagtirmasi.

Fertilizasyon Total
Olumsuz | Olumlu | Olumsuz
Grade A N 0 4 4
% 0 100 100
C N 6 1 7
% 85,7 14,3 100
Total N 6 5 11
% 54,5 45,5 100

Grade A: Oosit skorlamasinda 4 puan alan oositler, Grade C: Oosit skorlamasinda 4 puan alan

oositler

Grade A oositlerde grade C oositlere gore fertilizasyon orani istatiksel agidan

anlamli olarak daha anlamli bulunmustur (p=0.015).

Tablo 10. Grade

ve grade B oositlerde fertilizasyon oraninin

karsilagtirmasi.
Fertilizasyon Total
Olumsuz | Olumlu | Olumsuz
Grade A N 0 4 4
% 0 100 100
B N 4 18 22
% 18,2 81,8 100
Total N 4 22 26
% 15,4 84,6 100

Grade A: Oosit skorlamasinda 4 puan alan oositler, Grade B: Oosit skorlamasinda 2-3 puan alan

oositler

Grade A ve grade B oositlerde fertilizasyon orani agisindan istatiksel olarak

anlaml bir fark izlenmemistir.
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Tablo 11. Oosit gradelerine gére GSH-Px aktivitesi, GSH, MDA ve Ca+2

degerleri ortalamalarinin iligkisi.

Degisken Oosit N | Ortalama Standart Min Maks o P .
grade Sapma degerleri

Grade A | 4 1651 2.09 1435 | 1928 0,887*

(CI}US/;;% Grade B | 22 | 16,738 2.456 12,098 | 22.025 | 0,345%*
GradeC | 7 17,613 1,774 15066 | 20.074 | 0,241%%%

Grade A | 4 3.182 0.260 2916 | 3.521 0,394*

(“mgzgmt) Grade B | 22 | 3.904 1,588 1974 | 7268 | 0,450+
GradeC | 7 3,349 0,438 2657 | 3,904 | 0,541%%x

Grade A | 4 | 2,7288 01188 | 2.5824 | 2.8360 0,722%

(m}l\:{gf;mt) Grade B | 22 | 2.635 0,534 1593 | 3.913 1,000%*
Grade C | 7 2,616 0,431 2120 | 3,086 | 1,000%%*

Grade A | 4 | 854345 109933 | 763044 | 1012455 |  0.570%

[Ca; | GradeB | 22 | 686189 367668 | 54485 | 1172445 | 0,008+
(nm/sn) GradeC | 7 | 136652 157518 | 23371 | 481688 | 0,004%%*

GSH-Px: Glutatyon peroksidaz aktivitesi; GSH: Glutatyon; MDA: Malondialdehit; [Ca**];: Kalsiyum
konsantrasyonu, Grade A: Oosit skorlamasinda 4 puan alan oositler, Grade B: Oosit skorlamasinda 2-
3 puan alan oositler, Grade C: Oosit skorlamasinda 4 puan alan oositler

* Grade A ve Grade B karsilastirmalari
**Grade A ve Grade C karsilastirmalari
*** Grade B ve Grade C karsilagtirmalari

GSH-Px aktivitesi,

GSH, MDA diizeylerinin ortalamalari

ile oosit

gradelemesi arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (Grafik 10, 11,

12).
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GSH-Px
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GSH-Px: Glutatyon peroksidaz, Grade A: Oosit skorlamasinda 4 puan alan oositler, Grade B: Oosit
skorlamasinda 2-3 puan alan oositler, Grade C: Oosit skorlamasinda 4 puan alan oositler
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Grafik 10. GSH-Px ortalamalar1 ile oosit gradeleri arasindaki iligki.

GSH

nMol/gr prot
(¥

Grade A Grade B Grade C

GSH: Glutatyon, Grade A: Oosit skorlamasinda 4 puan alan oositler, Grade B: Oosit
skorlamasinda 2-3 puan alan oositler, Grade C: Oosit skorlamasinda 4 puan alan oositler

Grafik 11. GSH diizeyleri ile oosit gradeleri arasindaki iliski.

MDA

3,5 1

1,5 A

uMol/gr prot

Grade A Grade B Grade C

MDA: Malondialdehit, Grade A: Oosit skorlamasinda 4 puan alan oositler, Grade B: Oosit
skorlamasinda 2-3 puan alan oositler, Grade C: Oosit skorlamasinda 4 puan alan oositler

Grafik 12. MDA ortalamalar ile oosit gradeleri arasindaki iliski.

Grade A oositlerin granuloza hiicrelerindeki Ca™ konsantrasyonlar:
ortalamalar1 grade C oositlerden istatiksel agidan anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(Grafik 13).
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iliski.

Grafik 13. Ca™ diizeyi ile oosit gradeleri arasindaki iliski.

Tablo 12. Uygulanan ila¢ protokolii ile fertilizasyon sonuclar1 arasindaki

Fertilizasyon " Toplam
Olumsuz | olumlu
Agonist N 5 12 17
% 29,4 70,6 100
Antagonist N 5 11 16
% 31,3 68,7 100,0
Total N 10 23 33
% 30,3 69,7 100

Calismamizda agonist ilag verilen 17 hastanin %70.6’1inda fertilizasyon

olmus, antagonist ila¢ verilen 16 hastanin %69,7’inde fertilizasyon olmustur. Verilen

ilag protokolu ile fertilizasyon arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

saptanmamustir (Grafik 15).
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Grafik 14. Uygulanan ilag¢ protokolu ile fertilizasyon arasindaki iligki.

Tablo 13. Yapilan gradelemenin dogruluk derecesi.
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Gruplar Grade A Grade B Grade C
Grade A 4 5 0
Grade B 0 13 0
Grade C 0 4 7
N 4 22 7
Total dogruluk 4 13 7

Oran 1,00 0,59 1,00
n:33 total dogruluk :24  tahmin giicii :%73

Grade A: Oosit skorlamasinda 4 puan alan oositler, Grade B: Oosit skorlamasinda 2-3 puan alan
oositler, Grade C: Oosit skorlamasinda 4 puan alan oositler

Yapilan diskirimant analizi sonucunda olusturulan dogrusal ayirma fonsiyonu

kullanilarak yapilan tahminler %73 dogru olarak yapilmistir. Oosit gruplart ayr1 ayri

irdelendiginde grade A ve grade C olan oositler %100 olarak ve yine kendi

gruplarina dogru olarak tahmin edilmistir. Grade B’de ise toplam 22 oositin 13 tanesi

yani %59 u dogru tahmin edilmigtir.
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5. TARTISMA

Calismamizda infertil hastalardan elde edilen granuloza hiicrelerindeki
antioksidan parametlerden GSH-Px aktivitesi, GSH, lipit peroksidasyon (MDA) ve
intraselliiler Ca™® diizeylerini arastirarak elde ettigimiz verilerin, oosit kalitesi ve
fertilizasyon oranlarina etkisini, sonrasinda da elde ettigimiz sonuglarla granuloza
hiicrelerindeki Ca™ seviyeleri ve antioksidan diizeylerin fertilizasyon icin prediktor
olup olmadigim1 degerlendirmeyi amacladik. Daha 6nce granuloza hiicrelerindeki
oksidatif stres ile oosit kalitesi ve fertilizasyon oranlar1 arasinda korelasyon olup
olmadigini arastiran ¢aligmalar yapilmis olmasina ragmen, granuloza hiicrelerinde
intraselliiler Ca™ diizeyleri ve antioksidan parametreler ile oosit kalitesi ve

fertilizasyon orani sonuglarin1 kombine olarak ele alan herhangi bir calisma yoktur.

Korunmasiz cinsel iligkiye ragmen bir yi1l boyunca gebe kalinamamasi olarak
tanimlanan infertilitenin temelinde, gerek erkek gerekse bayan bireye bagl birgcok
anatomik, fizyolojik bozukluklar ve oksidatif stres gibi etmenler yer almaktadir (66).
Halk saglilig1 agisindan ciddi problem arz eden infertilitenin tani1 ve tedavisi de hem
masrafli hem de stresli bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Infertilite
tedavisinde yadimci iireme tekniklerinden faydalanilmaktadir. Bu yontemlerden
glinlimiizde en ¢ok kullanilan1 ICSI prosediiriidiir. Bu yontemde; belli boyuta kadar
gelistirilen folikiil alinarak oosit stoplazmasina tek bir sperm enjekte edilir.
Dolayisiyla yontemin basarisinda oosit kalitesi, sperm motilite ve morfolojisi kilit rol

oynar.

Her siklusta gelismeye baslayan yaklasik 5-10 tane folikiilden bir tanesi
ovulasyon asamasina gelir. Folikiilogenezi tamamlamada oosit kadar granuloza
hiicrelerinin de rolii biiyiiktiir. Folikiillogenez, hem endokrin sistem hem de oositin
etrafindaki  granuloza hiicreleri ile olan parakrin etkilesimler tarafindan
diizenlenmektedir. Granuloza hiicreleri, oosit biiyiime-gelisme ve maturasyonu
tizerinde 6nemli etkileri bulunan hiicrelerdir. Oositleri ¢evreleyen granuloza hiicreleri
ile oositler arasindaki parakrin etkilesimler, hiicresel fonksiyonlarin ve bu
koordinasyonun devami agisindan Onem arz etmektedir. Granuloza hiicrelerinin

temel gorevlerinden bir tanesi antioksidan maddeleri {ireterek oositi serbest
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radikallerin etkilerinden korumaktir. Boylece oosit oksidatif hasardan korunmus

olacak, ayrica kalite ve fertilizasyon kabiliyetinde artma meydana gelecektir.

Normal fizyolojik sartlar altinda hiicresel reaksiyonlar sonucunda olusan ve
agirlikli olarak yasamin temeli O, molekiiliinden tiireyen serbest radikaller, reaktif
oksijen tiirleri (ROT) olarak adlandirilmaktadir. ROT’lara baglica drnekler,
stiperoksit radikali, hidroksil radikali ve hidrojen peroksittir. Viicutta en ¢ok tiretilen
ROT, stiperoksit radikalidir. En zararl olan ise hidroksil radikalidir. H>O,, serbest
radikallerin endojen kaynagidir ve hiicresel diizeyde oksidatif strese neden olur (39).
ROT’lar birgok antioksidan tamponlama mekanizmasi tarafindan etkisiz hale
getirilebilmekte ve ROT’lar ile tamponlama mekanizmalar1 arasindaki denge
durumunun  oksidan ajanlar lehine bozulmasi oksidatif stres olarak
adlandirilmaktadir. Oksidatif stres (OS) lipitler, niikleik asitler, karbonhidratlar ve
proteinlerin yapisinda yapisal ve fonksiyonel degisiklikler meydana getirmekte ve
hiicrenin apoptotik yolagin1 tetiklemektedir (67). Oksidatif stres lipidlerde
peroksidasyona neden olarak lipid peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Lipid
peroksidasyon iiriinleri mutajen, karsinojen ve genototoksiktir. Lipid peroksidasyonu
sonucu agiga ¢ikan baslica {liriin malondialdehit (MDA)’dir. ROT’lara kars1 viicutta
olan baslica antioksidan sistemler ise GSH, GSH-Px, SOD enzimleridir. CuZn-SOD;
germinal vezikiil ve metafaz 2 basamaklarinda bulunur. GSH-Px ve Mn-SOD sadece
metafaz 2 asamasinda bulunur. Bunlarin olmasi savunma mekanizmalariin oosit
maturasyonunda onemli oldugunu gosterir. Oksidatif stresin oosit maturasyonunda
ve ovulasyonda onemli fizyolojik rolii vardir. ROS’larin fazla iiretimi kot oosit
kalitesi ile iligkili olabilir. GSH-Px enziminin yapisina ko-faktdr olarak selenyum
girmektedir. GSH-Px enziminin sentezlenmesinde GSH substrat olarak

kullanilmaktadir (68).

Calismamizi fertilizasyon sonucuna gore olumlu ya da olumsuz olmak iizere
iki ana baglik altinda topladik. Antioksidan analizler sonucunda olumsuz gruptaki
oositlerin granuloza hiicrelerinde GSH-Px aktivitesi degerleri istatistiksel olarak
anlaml sekilde (p<0,05) yiiksek bulunmustur. GSH degerleri ise fertilize olan
oositlerin granuloza hiicrelerinde anlamli olarak yiiksek (p<0,05) bulunmustur. Lipit
peroksidasyonu gostergesi olan MDA diizeylerinde ise 2 grup arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark olmadigim1 gozlemledik. Oosit kalitesi ile granuloza
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hiicrelerindeki GSH-Px aktivitesi, GSH ve MDA diizeyleri arasindaki iligskiye
bakildiginda ise oosit kalitesi ile bu parametreler arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir iligki gozlenmemistir. Fertilize olan oositlerdeki GSH diizeyi, bu oositleri
oksidatif stresin etkilerinden korudugu i¢in yiiksek ¢ikmis olabilir. Paradoks olarak
calismamizda fertilize olmayan gruptaki granuloza hiicrelerinde GSH-Px aktivitesi
ylksek bulunmustur. GSH, GSH-Px enziminin substrati olmasinin yani sira bir¢ok
fizyolojik gorevlerde faydasi mevcuttur. Antioksidan lipoik asitin etkisini
gerceklestirebilmesi icin GSH’a ihtiya¢c vardir. Ayrica, bircok hiicresel sistein
gruplarinda GSH oOnemli rol oynar. Fertilizasyon iizerinde de olumlu etkileri
mevcuttur. Ornedin, yakin zamanlarda yapilan bir calismada (69), oositlerin
olgunlagsmasinda in vitro GSH uygulanmasinin olumlu etkileri rapor edilmistir.
Serbest radikallerin gostergesi arasinda MDA 6nemli bir yer tutmasina ragmen, nitrik
oksit ve 8-OHAG gibi oksidasyon iirlinleri hakkinda bilgi verememektedir.
Calismamizin eksikliklerinden bir tanesi, oksidasyon goOstergesi olarak granuloza
hiicrelerinde sadece MDA diizeylerinin 6lgiilmiis olmas1 ve diger oksidatif tirlinlerle
ilgili sonuglarin olmamasidir. Bu c¢alismada, MDA disindaki oksidanlarin artisina

bagli olarak, GSH-Px aktivite diizeyleri azalmis olabilir.

Artan oksidatif hasar ile birlikte, oosit kalitesinde azalma, fertilizasyon
oranlarinda azalma, gebelik siirelerinde kisalma, gebelik komplikasyonlarinda artma
(preeklampsia vb.), asir1 kilo alimi gibi birgok komplikasyon gozlendigi
bilinmektedir. Granuloza hiicreleri ve folikiiler sivida antioksidan parametrelerin
fertilizasyon ve oosit kalitesi ile iliskisini arastiran pek c¢ok calisma yapilmstir.
Granuloza hiicrelerinin antioksidan kapasitesinin IVF basarisinda énemli rol aldig
bildirilmistir. Tamura ve ark. (70). yaptigi bir calismada; bir Onceki gebe
kalinamayan IVF sikliisiinde dejenere oosit sayis1 %30’dan fazla olan kadinlarda ya
da %50’den az fertilizasyon oran1 gosteren kadinlarda intrafolikiiler DNA
hasarlarinin sensitif bir indikatorii ve oksidatif stresin gostergesi olan 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin (8-OHdG) diizeylerinin ve lipid peroksidasyonunun baslangicinda
olusan bir iiriin olan HEL’1 anlaml1 olarak yiiksek bulmuslardir. Ayrica melatonin ve
a-tokoferol ilavesi ile bu diizeylerin normallesebilecegini bildirmislerdir. Yine aym
calismada, melatonin ile 8-OHdG ve HEL diizeyleri arasinda negatif korelasyon

saptanmistir. Melatonin verilmesiyle 8-OHdG ve HEL diizeyleri anlamli olarak
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azalmistir (p<0,05). Aym ¢alismada oositlerin H,O; ile 12 saat inkiibe edilmesinden
sonra 1. polar cisim anlamli olarak azalmis ve H,O, nin inhibitor etkisi melatoninle
geri donmiistiir. Sonug olarak oksidatif stresin oosit maturasyonunu kotii etkiledigini
ve melatoninin oksidatif hasardan oositi korudugunu bulmugslardir. Melatonin ile
oosit kalitesi ve fertilizasyon oranlar1 artmaktadir. Yang ve arkadaslarinin yaptigi
calismada da (71), fragmante embriyolar ile nonfragmante embriyolar ile
kiyaslandiginda fragmente embriyolarda H,O, ve oksidan diizeyinin yiiksek oldugu
bulunmustur. Paszkowski ve arkadaslarinin bir ¢aligmasinda (72), antioksidanlarin
artmis tiiketiminin, ki bu da ROT diizeyinin artmasin1 gosterir, kotii oosit kalitesini
gosterdigi bulunmustur. Diisiik kaliteli oosite sahip bireylerin antioksidan maddeler
acisindan zengin diyetler ile beslenmeleri veya tablet formlarin1 almalar1 sonucunda
hem fertilizasyon hemde IVF basarilarinda artis gdzlemlenebilir. Antioksidan
elementlerden; selenyum ve melatonin gibi maddelerin canlilara verilmesi ile GSH
ve GSH-Px aktivitesi diizeylerinin arttigr gdézlenmistir (73). E vitamini takviyeli
diyetle beslenen bireylerde yapilan ¢alismalarda idrardaki peroksidasyon iiriinlerinin
azaldigr bildirilmistir (74). Antioksidan elementler bakimindan zengin meyve
diyetiyle beslenenen bayanlarda da oksidatif stres parametrelerinin kontrol grubuna
nazaran daha diisiik oldugu bildirilmistir (75, 76). Mesela antioksidan bir element
olan C vitamininin hem hemodiliisyona ugramasi hem de fetusa aktif olarak transfer

edilmesinden dolay1 gebelik siiresince ihtiyaci artan bir maddedir (77).

Ornegin granuloza hiicrelerindeki gelistirilmis reaktif oksijen tiirleri {iretimi
(2) dustik oosit fertilizasyon kabiliyeti, diisiik embriyo kalitesi ve azalms
implantasyon oranlari ile iligkili bulunmustur. Aciklanamayan infertilitede folikiiler
sivida GSH-Px aktivitesinde azalma s6z konusudur (78). Matos ve ark. (2009)
yaptiklar1 ¢aligmada granuloza hiicrelerinde ZnSOD ve CuSOD diizeylerine bakarak
fertilizasyon basarisini tayin etmeyi ongérmiislerdir. ROT larin seviyelerinin daha
fazla tampolanabildigi grade B ve grade C oosite sahip bireylerde embriyo
olusumunun, oksidan ajanlarin tamponlanamadig: bireylerdekilere nazaran istatiksel
olarak anlamli diizeyde arttig1 bildirilmistir (79, 80). Yapilan hayvan deneylerinde,
mevsimsel olarak menstrual siklus gosteren hayvanlarda, kisa siiren sikluslarda
melatonin gibi antioksidan bir elementin ve metabolitlerinin direkt etki ile serbest

radikalleri etkisiz hale getirdigi gézlemlenmistir (81, 82). Kotii oosit kalitesi kadin
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infertilitesinin temel problemlerinden biridir. ROT’lar ovulatuar siire¢ boyunca

folliktulde uretilir. Oksidatif stres koti oosit kalitesinin bir nedeni olabilir.

Sitozolde Ca™ diizeyi azalirsa, mitokondrinin depolarizasyonu azalmakta ve
serbest radikal olusumu da azaltmaktadir (83). Bu calismamizda, bu goriisii destekler
nitelikte, olumsuz hastalarda sitozolik Ca™ miktar1 azalirken, antioksidan 6zellige

sahip GSH-Px aktivitesi onemli diizeyde arttig1 gézlemlendi.

Hiicresel bir¢ok islevin yerine getirilmesinde iyonlar temel olarak goérev
almaktadir. Bu iyonlardan Ca' iyonu hiicreler arasi haberlesmenin yami sira,
transkripsiyon, hiicre zar1 potansiyelinin olusumu ve devam ettirilmesi, kaslarin
kasilmasi, fizyolojik hiicre oliimii (apoptozis) vb. bir¢ok hiicresel mekanizmada
anahtar rol oynamaktadir. Hiicre disindaki Ca™ iyon konsantrasyonu hiicre igine
oranla yaklasik olarak 20.000 misli daha fazla olmasi bu iyon i¢in ayr1 bir 6zellik
olarak belirginlesmektedir (84). Hiicre icerisinde c¢ok kisa siirelerde degisen bu
hassas denge hiicre igci Ca™ ([Ca+2]i) sinyalini olusturmaktadir. Calismamizin
hedeflerinden bir tanesi de kliginimize infertilite sikayeti ile gelen bireylerden elde
ettigimiz granuloza hiicrelerinden sitozole Ca™ salimmmm grublar arasinda
kiyaslamak, bu evrensel iyonun IVF ve oksidatif hasardaki énemi belirlemektir.
[Ca™); salimmuni kiyaslayabilmek i¢in granulosa hiicreleri floresan boyar madde ile
boyandiktan sonra spektroflorometre cihazindaki haznesine yerlestirildi ve hiicrelerin
ortama adaptasyonundan sonra (yaklasik 40 sn sonra) 100 uM H,0O, ile uyarildilar.
Bu asamada H;0, kullanmamizin nedeni, oksidatif stres olusturmak degil, sadece
hiicre zarinda bulunan iyon kanallarim1 aktive ederek hiicre i¢i depolardan sitozole
Ca™ salmmum uyarmaktir. Daha sonra elde edilen veriler gruplar arasinda
karsilastirlmistir. Calismamuzda fertilize olan oositlerin granuloza hiicrelerinde Ca*™
diizeyi fertilize olmayan gruba gore istatiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur. Yine oosit kalitesi arttikca granuloza hiicrelerindeki Ca™ diizeyi de
anlamli olarak yiiksek bulunmaktadir. Ca™ iyonunun fertilizasyondaki onemi,
oositlerin igerisinde sinyal yolaklarini uyarmak, hiicre i¢i depolardan Ca** salmimimi
ve bunun neticesindede oositleri hiicrelerini aktive etmelerinden kaynaklanmaktadir
(95, 96). Yapilan calismalarda [Ca™]; sallmm yolagim tetikleyen fosfotidil
inositollerin asir1 miktarda arttigr saptanmistir (85, 86) Erkek esey hiicresi olan

spermin oosit ile ilk iletisiminden sonra ¢ok kisa bir siire icerisinde (~2sn) hiicre i¢i
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depolardan, biiyiik oranla endoplazmik retikulumdan, Ca™ (87, 88). IP3 veya RyR
araciligl ile Ca™ salmmi gerceklesmektedir. Bu reaksiyonlar1 takiben [Ca™];
salinimi artmakta ve artan Ca'™ sayesinde CICR (Calcium Induced Calcium Release)
kalsiyum ile aktive olan kalsiyum kanallarimin aktivasyonu ile gerceklesmekte ve
daha da fazla miktarda Ca™ iyonu depolardan serbest hale gegirilmektedir (89-91).
Ca' tarafindan tetiklenen ve kanallarin acilmasi ile sonuclanan islemler dizisi ve
iyonlarm difiizyonu (Ca™’a komsuluk eden reseptorler) fertilizasyon siiresicinde
Ca™un sinyal iiretiminin temelinde yatan mekanizma olarak kabul edilmektedir.

Yapilan molekiiler calismalar bu bulgular1 desteklemektedir (92, 93).

Resim 1. Deniz kestanesi yumurta hiicrelerinde fertilizasyon esnasinda artan
kalsiyum miktar1 (94).

Hiicre i¢inde hassas bir denge halinde bulunan Ca"™ miktarmm asir1 derecede
artmasinin, hiicrelerdeki apoptotik yolagi tetiklendigi giinlimiizde yaygin olarak

bilnmektedir (95).

Fertilizasyonu gerceklesmeyen oositlerde Ca™ salium mekanizmasinda

gorevli, yeni bulunan iki farkli kalsiyum salinimi uyaricist bulunmustur (96-100).



63

Bunlardan birincisi; ADP-ribozil siklazin yan iiriinii olan siklik ADPR’dur. cADPR
etkisini IP3’den bagimsiz olarak Ca™ salmmim RyR araciligi ile yapmaktadir (98).
Suanki bilgilerimizle cADPR’nin 06zel bir reseptér olup olmadigr heniiz
bilinememektedir. Ancak cADPR aktivasyon i¢in kalmoduline ihtiya¢ duymaktadir.
Kalmodulin ise RyR’ye karsi kalsiyum ile aktive olan kalsiyum kanallarinin
sensitivitesini ve cADPR’ye affinitesini artirmaktadir (101). Yapilan caligmalar
bizim bulgularimiz1 destekler niteliktedir. Hiicrede oksidatif stresin neden oldugu
DNA hasari sonucu, 3 degisik yolla ADPR sentezlendigi bilinmektedir (102). ADPR,
TRPM2 (Transient reseptor potential katyon kanali M2) kanallarini agarak sitozole
Ca™ akismi artirmakta ve bdylece mitokondrinin depolarizasyon artist ve
mitokondrial porlarin acilmasi ile serbest radikallerin daha c¢ok iiretilmesi
saglanmakta (103), ADPR sentezi artmakta, TRPM2 katyon kanallari daha da
acilmaktadir. Bu olaylar hiicreleri apoptozise kadar gotiirmektedir. Normal sartlar
altinda bir hiicrede hiicre icindeki Ca™ miktar1 80-100 nM civarindadir. Yukarida da
bahsettigimiz gibi hiicre igerisindeki Ca™ konsantrasyonundaki uzun siireli artislar,
sinyal mekanizmasimin olusumundan sonra hiicreyi Oliime gotiirmektedir. Ancak
sinyal olusumu sirasinda da hiicre iginde belirli miktarda Ca™ bulunmasi
gerekmektedir. Yapilan patch-clamp calismalarinda bizim sonuglarimizi destekler
nitelikte bilgiler bildirilmistir Steinhardt ve arkadaslari; ekinoderm yumurta
hiicrelerinde fertilizasyon esnasinda depolarizasyon gozlemlediklerini bildirmislerdir
(104). 20 ms gibi ¢ok kisa bir siirede gergeklesen bu olayin (membran potansiyelinin
yaklagtk 20 mV’a ulagmasi) polispermi olaymm1 engellemek i¢in bir bariyer
olabilecegi diisliniilmektedir (105, 106). Bu hizli depolarizasyon siiresinde voltaja
duyarli Ca™ kanali alt tiplerinden birisi olan L-tipi Ca® kanallar1 aktif olarak gérev
almaktadir. Calismamuzin sonucunda; diisiik diizeyde Ca™ iyonuna sahip hiicrelerde
fertilizasyon isleminin basarili olmadigini, ancak bu gruba kiyasla [Ca™]i miktari
daha da artmis gruptaki bireylerde IVF’in basariya ulastifi gozlemlenmistir. Elde
ettigimiz sonuglar, IVF programma alinmis ve granuloza hiicrelerinde diisiik Ca™
diizeylerine sahip bireylerde basarisiz olundugunu, yiiksek Ca™ diizeyli grupta ise
basar1 oraninin yiikseldigini gostermektedir. Bu durum canli tiirlerinde degisiklik arz
edebilmektedir. Mesela deniz kestanesi hiicrelerinde yapilan calismalarda (94);

sperm ve yumurta hiicresinin birlesmesi ve bunu takiben fertilizasyon isleminin
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gerceklesmesi icin sitoplazmik Ca™ diizeylerinde herhangi bir artisa ihtiyag
duyulmadigi, aksine artan [Ca™]; seviyelerinin fertilizasyonu engelleyebilecegi
thtimali diistinlimiistiir. Bu konu ile ilgili calismamizin ilk olmas1 ayr1 bir 6nem arz
etmektedir. Bu konunun kesinlestirilebilmesi i¢in ileri diizeyde ¢aligmalara ihityag

duyulmaktadir.

Calismamizda baktiimiz parametrelerden birisi de oosit kalitesi ile
fertilizasyon arasinda iliskidir. Calismamizda oosit kalitesi arttikca fertilizasyon
oranlar1 anlaml olarak artmaktadir (p=0,01). Bu konu hakkinda daha once yapilan
calismalardaki sonuglar da ayn1 yondedir. Wilding ve ark.(107) yaptiklar1 ¢aligmada
oositleri 1s1k mikroskobunda baktiklar1 granularitenin 6zelligi, vakuol ya da
inkliizyon igerip icermemeleri ve ICSI pipetine gosterdikleri dirence goére her
parametreye 0 ile 3 arast puana vererek siniflamislardir. Oosit kalitesi arttik¢a
fertilizasyon oranlarinin anlamli olarak arttigini, kaliteli oositlerden kaliteli

embriyolar olustugunu bulmuslardir.

In vitro fertilizasyon yontemlerinde hangi yéntem kullanilcaksa kullanilsin
hastalara kontrollii overyan hiperstimulasyon uygulanarak folikiil boyutlar1 belli
boyuta ulastirilir. Bunun i¢in glinlimiizde en sik kullanilan ajanlar rekombinan FSH
preperatlaridir. Bu preperatlara siklus yonetimini tamamen kendi kontroliimiize
almak i¢in gonadotropin agonistleri ya da antagonistleri eklenerek 2 farkli protokol
uygulanir. Calismamizda da bir kisim hastalara agonist protokol bir kisim hastalara
antagonist protokol uyguladik. Verilen ilag protokolu ile fertilizasyon oranlart ve
GSH-Px aktivitesi, GSH, MDA ve Ca™ diizeyleri bakildiginda istatiksel olarak
anlamli fark bulunmamustir. Bodri ve ark. yaptiklari ¢calismada agonist ve antagonist
protokol uygulanan hastalarda gebelik oranlar1 arasinda anlamli  fark
bulamamiglardir. Sadece antagonist protokol verilen hastalarda stimulasyon siiresi

anlamli olarak daha kisa siirmiistiir (108).

Calismada, sonug olarak oosit kalitesi lizerinde glutatyonun ve sitozolik Ca"
miktarinm 6nemli oldugunu gézlemledik. Bu nedenle, sitozolik Ca™ diizenleyiciler
ve glutatyonun in vivo ve in vitro sartlarda uygulanmasi faydal olabilir. Ca™ voltaja

duyarli ve transient reseptdr potential (TRP) kanallarindan hiicre igerisine
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girmektedir. ileride yapilacak calismaklarda bu oositlerde Ca™ hangi kanallardan

girerek fertilizasyonu etkilediginin arastirilmasi gereklidir.
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OZET

In Vitro Fertilizasyon Hastalarindan Elde Edilen Granuloza Hiicrelerindeki
Intraseliiler Kalsiyum Diizeyinin ve Oksidan Parametrelerin Oosit Kalitesine ve
Fertilizasyon Oranlarina EtKisi

Infertilite 1 yi1l korunmasiz cinsel iliskiye ragmen gebe kalinamamasi
durumudur. Infertilite etyolojisinin yaklasik %30’unu olusturan kadin faktdriiniin en
onemli kismi ovulatuar bozukluklar ve tuboperitoneal faktorlerdir. Granuloza
hiicreleri oositle yakin temas halinde olan oositin biiyiime, gelisme, maturasyonu ve
fertilizasyonunda 6nemli olan hiicrelerdir. Granuloza hiicreleri oositi oksidatif stresin
zararli etkilerinden korurlar. Fertilizasyon bagarisini tahmin etmede oositin kendisi
ve granuloza hiicrelerinin degerlendirilmesi 6nem tasir. Hiicresel olaylar sonucu
aciga ¢ikan serbest radikaller, antioksidan tamponlama sistemleri tarafindan zararsiz
tirlinlere doniistiiriilmektedir. Bu durum organizmada her zaman bir denge i¢indedir.
Bu dengenin oksidatif ajanlar lehine bozulmasi sonucu oksidatif stres meydana
gelerek hiicreler apoptozise gider. Ca™, hiicresel olaylarda ikincil haberci olarak
gérev alan bir iyondur. Oosit matturasyonu ve fertilizasyonda Ca™*’in 6nemli
gorevleri vardir.

Bu ¢alismanin amaci granuloza hiicrelerinde GSH, MDA, [Ca™]; ve GSH-Px
aktivitesi degerlerinin oosit kalitesi ve fertilizasyona etkisini aragtirmaktir.

In vitro fertilizasyon hastalarindan kontrollii overyan hiperstimulasyon
sonucu elde edilen folikiiller oosit pick up islemi ile toplanarak oositin etrafindaki
granuloza hiicreleri ayrildi. Bu hiicrelerdeki GSH, MDA, [Ca™]; ve GSH-Px
aktivitesi degerlerine bakildi. Granuloza hiicreleri alinan oosit gradelendi ve fertilize
olup olmadig: takip edildi. Oosit gradeleri ile fertilizasyon arasinda, oosit gradeleri
ile GSH, MDA, [Caﬂ]i ve GSH-Px aktivitesi degerleri arasinda, fertilizasyon ile
GSH, MDA, [Ca™]; ve GSH-Px aktivitesi degerleri arasinda, verilen ilag¢ protokolii
ile fertilizasyon arasinda, verilen ilag protokolu ile GSH, MDA, [Ca™]; ve GSH-Px
aktivitesi degerleri arasinda iligki olup olmadigina bakild1

Verilen ilag protokolu ile fertilizasyon arasinda anlamli bir iliski saptanmadi.
Oosit gradeleri ile fertilizasyon orani arasinda anlamli bir iligki saptandi (p<0,05).
Oosit kalitesi iyilestikce fertilizasyon oraninda artma izlendi. Fertilize olan oositlerde
Ca™ ve GSH degerleri anlamli olarak yiiksek, GSH-Px aktivite degerleri ise fertilize
olmayan oositlerde anlamli olarak yiiksek bulundu. MDA ile fertilizasyon arasindaki
anlamh bir farklihk saptanmadi. Oosit Kalitesi arttikca Ca™ diizeylerinde de
istatistiksel olarak anlamli bir artig saptandi.

Sonug olarak ¢alismamizda granuloza hiicrelerindeki Ca™ miktarinin artmasi
oosit kalitesi ve fertilizasyonu olumlu yonde etkilemektedir. GSH degeri yliksek olan
oositlerde fertilizasyon orami yiiksek saptanmistir. GSH-Px aktivite degeri ise
fertilize olmayan oositlerde daha yiiksek olarak bulundu.

Anahtar kelimeler: In vitro fertilizasyon, granuloza hiicreleri, oksidatif stres, Ca*™
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SUMMARY

The Effects of Intracellular Ca’" and Oxidant Parameters On Fertilization
Ratio and Oocyte Qualty on Granulosa Cells Which Was Taken From in Vitro

Fertilization Patients

Infertility is defined as the failure to conceive a recognized prenancy after 1
year of unprotected intercourse. 30 % of infertility etiology is the female factor. The
most important female factors are ovulatuar disorders and tuboperitoneal factors.
Granulosa cells are closed relationship with oocyte and they have important roles on
oocyte development, maturation and fertilization. Granulosa cells protect the oocyte
from the harmful effects of oxidative stres. Evaluation of the oocyte and granulosa
cells are important for prediction of the fertilization success. The free radicals may
occur in normal physological conditions. They can be neutralized by antioxidant
mechanisms. This situation is always under balance. If this balance change against to
oxidant parameters -is called oxidative stres- the cells may go under apoptosis. Ca**
is an universal cation which has important roles on fertilization and oocyte
maturation.

The aim of this study is to investigate the effects of GSH, MDA, intracellular
Ca®" release and GSH-Px activity levels on fertilization and oocyte quality in
granulosa cells.

After contolled overian hiperstimulation, the folliculles was taken via oocyte
pick up process from in vitro fertilization patients and granulosa cells are seperated
from oocyte. We evaluated the levels of GSH, MDA and intracellular Ca* release,
GSH-Px activity in granulosa cells. We did a classification to the oocytes which was
seperated from granulosa cells and we observed the fertilization of this oocytes. We
evaluated if there was a relationship between oocyte quality and fertilization ratio,
oocyte quality and GSH, MDA, Ca2+, GSH-Px activity levels, fertilization and GSH,
MDA, Ca®", GSH-Px activity levels, drug protcol and fertilization.

There wasn’t any statistically importance between drug protocol and
fertilization. We determined statiscally significant importance between oocyte
quality and fertilization (p<0,05). When the oocyte quality was increased the
fertilization ratio was also increased. The levels of GSH and Ca*" were higher in
fertilized group than unfertilized group and it was statiscally important (p<0,05).
GSH-Px activity level was higher in unfertilized group than fertilized group. There
was no statiscally importance between each group in MDA levels. We also
determined that Ca”" levels were higher when the oocyte quality was increased

As a result of our study the increased amount of Ca®" levels also increase
oocyte quality and fertilization rate. If the GSH levels were higher then the
fertilization ratio was higher. But GSH-Px activity levels were higher in unfertilized

group.

Key words: In vitro fertilization, granulosa cells, oxidative stress, Ca*’



10.

11.

12.

13.

68

KAYNAKLAR

Seifried HE, Anderson DE, Fisher EI, Milner JA. A review of the interaction
among dietary antioxidants and reactive oxygen species. J Nutr Biochem. 2007
Sep;18(9):567-79.

Jancar N, Kopitar AN, Than A, Virant Klun I, Bokal EV. Effect of apoptosis
and reactive oxygen species production in human granulosa cells on oocyte

fertilization and blastocyst development. J Assist Reprod Genet. 2007 Feb-
Mar;24(2-3):91-7.

Bates GW, Garza DE, Garza MM. Clinical manifestations of hormonal changes
in the menstrual cycle. Obstet Gynecol Clin North Am. 1990 Jun;17(2):299-
310.

Corson SL. Evaluation of the subfertile couple: the fine points. Int J Fertil
Womens Med. 2001 Nov-Dec;46(6):309-14.

Miller PB, Soules MR. The usefulness of a urinary LH kit for ovulation
prediction during menstrual cycles of normal women. Obstet Gynecol. 1996
Jan;87(1):13-7.

Luciano AA, Peluso J, Koch EI, Maier D, Kuslis S, Davison E. Temporal
relationship and reliability of the clinical, hormonal, and ultrasonographic

indices of ovulation in infertile women. Obstet Gynecol. 1990 Mar;75(3 Pt
1):412-6.

Haney AF. Endometrial biopsy: a test whose time has come and gone. Fertil
Steril. 2004 Nov;82(5):1295-6; discussion 301-2.

Gindoff PR, Jewelewicz R. Reproductive potential in the older woman. Fertil
Steril. 1986 Dec;46(6):989-1001.

Chuang CC, Chen CD, Chao KH, Chen SU, Ho HN, Yang YS. Age is a better
predictor of pregnancy potential than basal follicle-stimulating hormone levels
in women undergoing in vitro fertilization. Fertil Steril. 2003 Jan;79(1):63-8.

Evers JL, Slaats P, Land JA, Dumoulin JC, Dunselman GA. Elevated levels of
basal estradiol-17beta predict poor response in patients with normal basal levels

of follicle-stimulating hormone undergoing in vitro fertilization. Fertil Steril.
1998 Jun;69(6):1010-4.

Ashrafi M, Madani T, Tehranian AS, Malekzadeh F. Follicle stimulating
hormone as a predictor of ovarian response in women undergoing controlled
ovarian hyperstimulation for IVF. Int J Gynaecol Obstet. 2005 Oct;91(1):53-7.

Seifer DB, Lambert-Messerlian G, Hogan JW, Gardiner AC, Blazar AS, Berk
CA. Day 3 serum inhibin-B is predictive of assisted reproductive technologies
outcome. Fertil Steril. 1997 Jan;67(1):110-4.

Hendriks DJ, Mol BW, Bancsi LF, te Velde ER, Broekmans FJ. The
clomiphene citrate challenge test for the prediction of poor ovarian response

and nonpregnancy in patients undergoing in vitro fertilization: a systematic
review. Fertil Steril. 2006 Oct;86(4):807-18.



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

69

Navot D, Rosenwaks Z, Margalioth EJ. Prognostic assessment of female
fecundity. Lancet. 1987 Sep 19;2(8560):645-7.

de Carvalho BR, Rosa e Silva AC, Rosa e Silva JC, dos Reis RM, Ferriani RA,
Silva de Sa MF. Ovarian reserve evaluation: state of the art. J Assist Reprod
Genet. 2008 Jul;25(7):311-22.

Shrestha SM, Costello MF, Sjoblom P, McNally G, Bennett M, Steigrad SJ, et
al. Power Doppler ultrasound assessment of follicular vascularity in the early

follicular phase and its relationship with outcome of in vitro fertilization. J
Assist Reprod Genet. 2006 Apr;23(4):161-9.

Kim SH, Ku SY, Jee BC, Suh CS, Moon SY, Lee JY. Clinical significance of
transvaginal color Doppler ultrasonography of the ovarian artery as a predictor
of ovarian response in controlled ovarian hyperstimulation for in vitro
fertilization and embryo transfer. J Assist Reprod Genet. 2002 Mar;19(3):103-
12.

Visser JA, Themmen AP. Anti-Mullerian hormone and folliculogenesis. Mol
Cell Endocrinol. 2005 Apr 29;234(1-2):81-6.

Barbieri RL, MD. H, In Strauss FJ, (eds) BR. Reproductive endocrinology.
Pensylvania:Elsevier Inc, 5th ed, pp 839-87327. 2004:839-73.

Schlegel PN, SK. G. In vitro fertilization for male factor infertility. Journal of
Clinical Endocrinology and Metabolism ; 82(3): 709-716. 1997.

Hugues JN, Cédrin Durnerin IC. Revisiting gonadotrophin-releasing hormone
agonist protocols and management of poor ovarian responses to
gonadotrophins. Hum Reprod Update. 1998 Jan-Feb;4(1):83-101. Review.
PubMed PMID: 9622415.

Barbieri RL, Hornstein MD. In Strauss FJ, Barbieri RL (eds), Reproductive
endocrinology.Pensylvania:Elsevier Inc., 5th ed, 2004, pp 839-873.

Reissmann T, Schally AV, Bouchard P, et al. The LHRH antagonist Cetrorelix:
a review. Human Reproduction Update 2000; 6(4):322-331.

Gondos B, Westergaard L, Byskov AG. Initiation of oogenesis in the human
fetal ovary: ultrastructural and squash preparation study. Am J Obstet Gynecol.
1986 Jul;155(1):189-95.

Ammini AC, Pandey J, Vijyaraghavan M, Sabherwal U. Human female
phenotypic development: role of fetal ovaries. J Clin Endocrinol Metab. 1994
Aug;79(2):604-8.

Lin YC, Chang SY, Lan KC, Huang HW, Chang CY, Tsai MY, et al. Human
oocyte maturity in vivo determines the outcome of blastocyst development in
vitro. J Assist Reprod Genet. 2003 Dec;20(12):506-12.

Balaban B, Urman B. Effect of oocyte morphology on embryo development
and implantation. Reprod Biomed Online. 2006 May;12(5):608-15.

McKenzie LJ, Pangas SA, Carson SA, Kovanci E, Cisneros P, Buster JE, et al.
Human cumulus granulosa cell gene expression: a predictor of fertilization and

embryo selection in women undergoing IVF. Hum Reprod. 2004
Dec;19(12):2869-74.



29.

30.

31.

32.

33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

70

Assou S, Haouzi D, Mahmoud K, Aouacheria A, Guillemin Y, Pantesco V, et
al. A non-invasive test for assessing embryo potential by gene expression
profiles of human cumulus cells: a proof of concept study. Mol Hum Reprod.

2008 Dec;14(12):711-9.

Lee KS, Joo BS, Na YJ, Yoon MS, Choi OH, Kim WW. Cumulus cells
apoptosis as an indicator to predict the quality of oocytes and the outcome of
IVF-ET. J Assist Reprod Genet. 2001 Sep;18(9):490-8.

Tanghe S, Van Soom A, Nauwynck H, Coryn M, de Kruif A. Minireview:
Functions of the cumulus oophorus during oocyte maturation, ovulation, and
fertilization. Mol Reprod Dev. 2002 Mar;61(3):414-24.

Furger C, Cronier L, Poirot C, Pouchelet M. Human granulosa cells in culture
exhibit functional cyclic AMP-regulated gap junctions. Mol Hum Reprod. 1996
Aug;2(8):541-8.

Eisenbach M. Sperm chemotaxis. Rev Reprod. 1999 Jan;4(1):56-66.

Tatemoto H, Sakurai N, Muto N. Protection of porcine oocytes against
apoptotic cell death caused by oxidative stress during In vitro maturation: role
of cumulus cells. Biol Reprod. 2000 Sep;63(3):805-10.

Delorenzo RJ, Sun DA, Deshpande LS. Cellular mechanisms underlying
acquired epilepsy: the calcium hypothesis of the induction and maintainance of
epilepsy. Pharmacol Ther. 2005 Mar;105(3):229-66.

Wojda U, Salinska E, Kuznicki J. Calcium ions in neuronal degeneration.
IUBMB Life. 2008 Sep;60(9):575-90.

Bootman MD, Collins TJ, Peppiatt CM, Prothero LS, MacKenzie L, De Smet
P, et al. Calcium signalling--an overview. Semin Cell Dev Biol. 2001
Feb;12(1):3-10.

Cheeseman KH, Slater TF. An introduction to free radical biochemistry. Br
Med Bull. 1993 Jul;49(3):481-93.

Knight JA. Review: Free radicals, antioxidants, and the immune system. Ann
Clin Lab Sci. 2000 Apr;30(2):145-58.

Vladimirov YA, Proskurnina EV. Free radicals and cell chemiluminescence.
Biochemistry (Mosc). 2009 Dec;74(13):1545-66.

Halliwell B, Gutteridge JM. Biologically relevant metal ion-dependent
hydroxyl radical generation. An update. FEBS Lett. 1992 Jul 27;307(1):108-12.

Memisogullar1 R. Diyabette Serbest Radikallerin Rolii ve Antioksidanlarin
Etkisi. Diizce Tip Fakiiltesi Dergisi 2005; 3:30-9.

Kiling K, Kiling A. Oksijen toksisitesinin aract molekiilleri olarak oksijen
radikalleri. Hacettepe Tip Dergisi 2002; 33(2):110-8.

Altan N, Dingel AS, Koca C. Diabetes Mellitus ve Oksidatif Stres Tiirk Biyokimya
Dergisi 2006; 31(2);51-6.



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

71

Karihtala P, Soini Y. Reactive oxygen species and antioxidant mechanisms in
human tissues and their relation to malignancies. APMIS. 2007 Feb;115(2):81-
103.

Gumiistas MK, Atukeren P. Oksidatif ve nitrozatif stresin psikiyatrik
bozukluklar ile iligkisi. I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Siirekli Tip Egitimi
Etkinlikleri, Sempozyum Dizisi 2008; 62:329-40.

Erdal N, Altunkaynak Y, Altunkaynak E, Oztiirk M, Mutluay B, Koksal A, ve
ark. Migrenli Hastalarda Oksidatif Stresin Gostergesi Olarak Lipid
Peroksidasyonunun Incelenmesi. Diisiinen Adam 2005; 18(3):129-35.

Akkog H. Miyokardiyal Iskemi Reperfiizyon Hasar1. Dicle Tip Dergisi, 2008;
35(3):211-5.

Halliwell B. Oxygen radicals: a commonsense look at their nature and medical
importance. Med Biol. 1984;62(2):71-7.

Jefferies H, Coster J, Khalil A, Bot J, McCauley RD, Hall JC. Glutathione.
ANZ J Surg. 2003 Jul;73(7):517-22.

Young IS, Woodside JV. Antioxidants in health and disease. J Clin Pathol.
2001 Mar;54(3):176-86.

Townsend DM, Tew KD, Tapiero H. The importance of glutathione in human
disease. Biomed Pharmacother. 2003 May-Jun;57(3-4):145-55.

Masella R, Di Benedetto R, Vari R, Filesi C, Giovannini C. Novel mechanisms
of natural antioxidant compounds in biological systems: involvement of

glutathione and glutathione-related enzymes. J Nutr Biochem. 2005
Oct;16(10):577-86.

Valko M, Leibfritz D, Moncol J, Cronin MT, Mazur M, Telser J. Free radicals
and antioxidants in normal physiological functions and human disease. Int J
Biochem Cell Biol. 2007;39(1):44-84.

Hall AG. Review: The role of glutathione in the regulation of apoptosis. Eur J
Clin Invest. 1999 Mar;29(3):238-45.

Nogueira CW, Zeni G, Rocha JB. Organoselenium and organotellurium
compounds:  toxicology and pharmacology. Chem Rev. 2004
Dec;104(12):6255-85.

Jones DP, Carlson JL, Mody VC, Cai J, Lynn MJ, Sternberg P. Redox state of
glutathione in human plasma. Free Radic Biol Med. 2000 Feb 15;28(4):625-35.

Agarwal A, Gupta S, Sikka S. The role of free radicals and antioxidants in
reproduction. Curr Opin Obstet Gynecol. 2006 Jun;18(3):325-32.

Bejarano I, Terron MP, Paredes SD, Barriga C, Rodriguez AB, Pariente JA.
Hydrogen peroxide increases the phagocytic function of human neutrophils by
calcium mobilisation. Mol Cell Biochem. 2007 Feb;296(1-2):77-84.

Uguz AC, Naziroglu M, Espino J, Bejarano I, Gonzalez D, Rodriguez AB, et
al. Selenium modulates oxidative stress-induced cell apoptosis in human
myeloid HL-60 cells through regulation of calcium release and caspase-3 and -
9 activities. ] Membr Biol. 2009 Dec;232(1-3):15-23.



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

72

Grynkiewicz C, Poenie M, RY. T. A new generation of Ca2+ indicators with
greatly improved fluorescence properties. J Biol Chem. 1985.

Placer ZA, Cushman LL, Johnson BC. Estimation of product of lipid
peroxidation (malonyl dialdehyde) in biochemical systems. Anal Biochem.
1966 Aug;16(2):359-64.

Sedlak J, Lindsay RH. Estimation of total, protein-bound, and nonprotein
sulthydryl groups in tissue with Ellman's reagent. Anal Biochem. 1968 Oct
24;25(1):192-205.

Lawrence RA, Burk RF. Glutathione peroxidase activity in selenium-deficient
rat liver. Biochem Biophys Res Commun. 1976 Aug 23;71(4):952-8.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurement with
the Folin phenol reagent. J Biol Chem. 1951 Nov;193(1):265-75.

Agarwal A, Gupta S, Sharma RK. Role of oxidative stress in female
reproduction. Reprod Biol Endocrinol. 2005;3:28.

Ames BN, Shigenaga MK, Hagen TM. Oxidants, antioxidants, and the
degenerative diseases of aging. Proc Natl Acad Sci U S A. 1993 Sep
1;90(17):7915-22.

Naziroglu M. Role of Selenium on Calcium Signaling and Oxidative Stress-
induced Molecular Pathways in Epilepsy. Neurochem Res. 2009 Jun 10. [Epub
ahead of print] PubMed PMID: 19513830.

Curnow EC, Ryan JP, Saunders DM, Hayes ES. In vitro developmental
potential of macaque oocytes, derived from unstimulated ovaries, following
maturation in the presence of glutathione ethyl ester. Hum Reprod. 2010
Oct;25(10):2465-74.

Tamura H, Takasaki A, Miwa I, Taniguchi K, Maekawa R, Asada H, et al.
Oxidative stress impairs oocyte quality and melatonin protects oocytes from
free radical damage and improves fertilization rate. J Pineal Res. 2008
Apr;44(3):280-7.

Yang HW, Hwang KJ, Kwon HC, Kim HS, Choi KW, Oh KS. Detection of
reactive oxygen species (ROS) and apoptosis in human fragmented embryos.
Hum Reprod. 1998 Apr;13(4):998-1002.

Paszkowski T, Clarke RN. Antioxidative capacity of preimplantation embryo
culture medium declines following the incubation of poor quality embryos.
Hum Reprod. 1996 Nov;11(11):2493-5.

Whanger PD. Selenium and the brain: a review. Nutr Neurosci. 2001;4(2):81-
97.

Acevedo CG, Carrasco G, Burotto M, Rojas S, Bravo 1. Ethanol inhibits L-
arginine uptake and enhances NO formation in human placenta. Life Sci. 2001
May 18;68(26):2893-903.

Alberg A. The influence of cigarette smoking on circulating concentrations of
antioxidant micronutrients. Toxicology. 2002 Nov 15;180(2):121-37.



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

&4.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

73

Allaire C. Endometriosis and infertility: a review. J Reprod Med. 2006
Mar;51(3):164-8.

Ebisch IM, Thomas CM, Peters WH, Braat DD, Steegers-Theunissen RP. The
importance of folate, zinc and antioxidants in the pathogenesis and prevention
of subfertility. Hum Reprod Update. 2007 Mar-Apr;13(2):163-74.

Paszkowski T, Traub AI, Robinson SY, McMaster D. Selenium dependent
glutathione peroxidase activity in human follicular fluid. Clin Chim Acta. 1995
May 15;236(2):173-80.

Das S, Chattopadhyay R, Ghosh S, Goswami SK, Chakravarty BN, Chaudhury
K. Reactive oxygen species level in follicular fluid--embryo quality marker in
IVF? Hum Reprod. 2006 Sep;21(9):2403-7.

Wiener-Megnazi Z, Vardi L, Lissak A, Shnizer S, Reznick AZ, Ishai D, et al.
Oxidative stress indices in follicular fluid as measured by the

thermochemiluminescence assay correlate with outcome parameters in in vitro
fertilization. Fertil Steril. 2004 Oct;82 Suppl 3:1171-6.

Manda K, Ueno M, Anzai K. AFMK, a melatonin metabolite, attenuates X-ray-

induced oxidative damage to DNA, proteins and lipids in mice. J Pineal Res.
2007 Apr;42(4):386-93.

Tomas-Zapico C, Coto-Montes A. A proposed mechanism to explain the
stimulatory effect of melatonin on antioxidative enzymes. J Pineal Res. 2005
Sep;39(2):99-104.

Naziroglu M. TRPM2 Cation Channels, Oxidative Stress and Neurological
Diseases: Where Are We Now? Neurochem Res. 2011 Mar;36(3):355-66.

Berridge MJ, Bootman MD, Roderick HL. Calcium signalling: dynamics,
homeostasis and remodelling. Nat Rev Mol Cell Biol. 2003 Jul;4(7):517-29.

Berridge MJ. Inositol trisphosphate and calcium mobilization. Ciba Found
Symp. 1986;122:39-57.

Berridge MJ. Phosphatidylinositol hydrolysis and calcium signaling. Adv
Cyclic Nucleotide Res. 1981;14:289-99.

Galione A, Lee HC, Busa WB. Ca(2+)-induced Ca2+ release in sea urchin egg
homogenates: modulation by cyclic ADP-ribose. Science. 1991 Sep
6;253(5024):1143-6.

Dong JB, Tang TS, Sun FZ. Xenopus and chicken sperm contain a cytosolic
soluble protein factor which can trigger calcium oscillations in mouse eggs.
Biochem Biophys Res Commun. 2000 Feb 24;268(3):947-51.

Endo M, Tanaka M, Ogawa Y. Calcium induced release of calcium from the
sarcoplasmic reticulum of skinned skeletal muscle fibres. Nature. 1970 Oct
3;228(5266):34-6.

Keizer J, Smith GD. Spark-to-wave transition: saltatory transmission of
calcium waves in cardiac myocytes. Biophys Chem. 1998 May 5;72(1-2):87-
100.



91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

74

Solovyova N, Veselovsky N, Toescu EC, Verkhratsky A. Ca(2+) dynamics in
the lumen of the endoplasmic reticulum in sensory neurons: direct visualization
of Ca(2+)-induced Ca(2+) release triggered by physiological Ca(2+) entry.
EMBO J. 2002 Feb 15;21(4):622-30.

Miyazaki S, Shirakawa H, Nakada K, Honda Y. Essential role of the inositol
1,4,5-trisphosphate receptor/Ca2+ release channel in Ca2+ waves and Ca2+
oscillations at fertilization of mammalian eggs. Dev Biol. 1993 Jul;158(1):62-
78.

Miyazaki S, Yuzaki M, Nakada K, Shirakawa H, Nakanishi S, Nakade S, et al.
Block of Ca2+ wave and Ca2+ oscillation by antibody to the inositol 1,4,5-

trisphosphate receptor in fertilized hamster eggs. Science. 1992 Jul
10;257(5067):251-5.

McDougall A, Shearer J, Whitaker M. The initiation and propagation of the
fertilization wave in sea urchin eggs. Biol Cell. 2000 Jul;92(3-4):205-14.

Csordas G, Hajnoczky G. SR/ER-mitochondrial local communication: calcium
and ROS. Biochim Biophys Acta. 2009 Nov;1787(11):1352-62.

Albrieux M, Lee HC, Villaz M. Calcium signaling by cyclic ADP-ribose,
NAADP, and inositol trisphosphate are involved in distinct functions in
ascidian oocytes. J Biol Chem. 1998 Jun 5;273(23):14566-74.

Chini EN, De Toledo FG. Nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate: a new
intracellular second messenger? Am J Physiol Cell Physiol. 2002
Jun;282(6):C1191-8.

Galione A, Cui Y, Empson R, Iino S, Wilson H, Terrar D. Cyclic ADP-ribose
and the regulation of calcium-induced calcium release in eggs and cardiac
myocytes. Cell Biochem Biophys. 1998;28(1):19-30.

Nusco GA, Lim D, Sabala P, Santella L. Ca(2+) response to cADPr during
maturation and fertilization of starfish oocytes. Biochem Biophys Res
Commun. 2002 Jan 25;290(3):1015-21.

Wilding M, Russo GL, Galione A, Marino M, Dale B. ADP-ribose gates the
fertilization channel in ascidian oocytes. Am J Physiol. 1998 Nov;275(5 Pt
1):C1277-83.

Galione A. Cyclic ADP-ribose, the ADP-ribosyl cyclase pathway and calcium
signalling. Mol Cell Endocrinol. 1994 Jan;98(2):125-31.

Naziroglu M. New molecular mechanisms on the activation of TRPM2
channels by oxidative stress and ADP-ribose. Neurochem Res. 2007
Nov;32(11):1990-2001.

Perraud AL, Fleig A, Dunn CA, Bagley LA, Launay P, Schmitz C, et al. ADP-
ribose gating of the calcium-permeable LTRPC2 channel revealed by Nudix
motif homology. Nature. 2001 May 31;411(6837):595-9.

Steinhardt RA, Lundin L, Mazia D. Bioelectric responses of the echinoderm
egg to fertilization. Proc Natl Acad Sci U S A. 1971 Oct;68(10):2426-30.



105.

106.

107.

108.

75

Jaffe LA. Fast block to polyspermy in sea urchin eggs is electrically mediated.
Nature. 1976 May 6;261(5555):68-71.

Jaffe LA, Cross NL. Electrical regulation of sperm-egg fusion. Annu Rev
Physiol. 1986;48:191-200.

wilding m, matteo 1d, d'andretti s, montanaro n, capobianco c, dale b. an oocyte
score for use in assisted reproduction assisted reproduction. 2007.

D B, SK S, A. C, Clinica Eugin DdP, Obstetricia i Ginecologia i Medicina
Preventiva, Universitat Autonoma de Barcelona, Barcelona, Spain.
bodridaniel@gmail.com, Abstract. Gonadotropin-releasing hormone agonists
versus antagonists for controlled ovarian hyperstimulation in oocyte donors: a
systematic review and meta-analysis. Fertil and steri 2011 Jan:164-9.



